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1 Einleitung

1.1 Gelenkknorpel

Gelenkknorpel befindet sich an den Enden langer Knochen und besteht aus einem
speziellen Bindegewebe, dem hyalinen Knorpelgewebe. In den Gelenken schitzt er
die beiden aufeinandertreffenden Knochenenden vor zu groBen Belastungen und
verteilt die auftretenden Krafte bei jeder Bewegung optimal. Seine glatte Oberflache
und der Gelenkflussigkeitstberzug vermindern die Reibung wéahrend Bewegungen.
Gelenkknorpel besitzt weder BlutgefaBe noch Nervenfasern und LymphgefaBe. So
mussen alle anfallenden Stoffwechselprodukte und die Erndhrung durch die extrazel-
luldre Matrix diffundieren (Kuettner 1992).

Der Gelenkknorpel besteht aus einer extrazellularen Matrix, in der die gewebsspezi-
fischen Zellen, die Chondrozyten, eingebettet liegen. Die extrazellulare Matrix besteht
zu 70 % aus Wasser. Dieses Wasser ist an Makromolekule wie Kollagene, Proteogly-
kane (Aggrecan) und Glykoproteine gebunden. Die Kollagenfasern (50 % des Tro-
ckengewichts) bilden ein dreidimensionales Netzwerk, in das die l6slichen Kompo-
nenten eingebaut sind (Kuettner 1992). Die Kollagenfasern bestehen zu etwa 90 %
aus Kollagen-Typ 2, die restlichen 10 % werden aus den Kollagen-Typen 6, 9, 10
und 11 gebildet (Eyre 2002; Mayne 1989).

Kollagen-Typ 2 gehort zur Untergruppe der Fibrillen-bildenden Kollagene. Es ist ein
Homotrimer aus drei identischen al(2)-Polypeptidketten. Kollagen-Typ 2 wird fast
ausschlieBlich von Chondrozyten synthetisiert und durch N- und C-Proteinasen auf

gleiche Weise wie Prokollagen 1 prozessiert (Bruckner und van der Rest 1994).

Kollagen-Typ 6 kommt im Gelenkknorpel in sehr geringen Mengen vor und bildet
Mikrofibrillen in unmittelbarer Umgebung der Chondrone, der perizelluldren Matrix
aus. Am meisten ist Kollagen-Typ 6 in fibrokartilagindren Geweben wie Meniskus und
Discus intervertebralis vertreten (Chu et al. 1990; Eyre 2002).
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Kollagen-Typ 9 ist ein nicht-fibrillares MolekUl und besteht aus drei helikalen und vier
nicht-helikalen Doméanen. Eine der Seitenketten kann mit einer Chondroitinsulfat-
Kette glykosyliert werden und ist somit ein Proteoglykan (van der Rest und Mayne
1988). Des Weiteren ist Kollagen-Typ 9 ein Brickenmolekdl, denn es ist in der Lage,

sich mit Kollagen-Typ 2 kovalent zu verbinden (Eyre 2002; Wu et al. 1992).

Kollagen-Typ 10 ist wie Typ 9 ein kurzes helikales MolekUl. Es ist innerhalb der kalzi-
fizierten Schicht nahe der Tidemark zu finden und wird von hypertrophen Chondrozy-

ten konstant synthetisiert (Poole und Pidoux 1989).

FUr die spezielle Funktion des Knorpels, seine enorme Druckelastizitat, sind vor allem
die Proteoglykane verantwortlich. Diese wasseranziehenden Makromolekile sind in
das eher trockene (underhydrated) Netzwerk der Kollagenfasern eingebettet
(Kuettner 1992). Das vorherrschende Proteoglykan des Gelenkknorpels ist Aggrecan.
Aggrecan besteht aus einem Kernprotein, an das Glykosaminoglykan-Seitenketten
und Oligosaccharide kovalent gebunden sind. Die Glykosaminoglykan-Ketten sind
Keratansulfat und Chondroitinsulfat und machen etwa 90 % des Gesamtgewichts
von Aggrecan aus. Gemeinsam mit nicht-kovalent gebundenem Hyaluronan entste-
hen riesige Proteoglykan-Aggregate (Morgelin et al. 1995). Neben Aggrecan finden
sich im Gelenkknorpel noch die Proteoglykane Biglykan, Decorin (Fisher et al. 1989)
und Fibromodulin (Oldberg et al. 1989). Sie interagieren mit den Makromolekulen der
extrazellularen Matrix und nehmen so Einfluss auf deren Struktur und Funktion

(Kuettner 1992).

Die negativ geladenen Proteoglykane ziehen sehr viel Wasser an. Dies verleint dem
Gelenkknorpel seinen Quelldruck und seine Elastizitat. Bei Belastung des Gelenks
wird so lange Wasser aus dem Knorpelgewebe in die Synovialfliissigkeit gepresst
und damit die Proteoglykane so stark komprimiert, bis der Quelldruck und die Anzie-
hungskraft fur das Wasser ausgeglichen sind. Wird das Gelenk wieder entlastet,
saugen die Proteoglykane das Wasser wieder auf, bis der Quelldruck wieder ausge-
glichen ist (Huber et al. 2000; Morgelin et al. 1995).
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Abbildung 1: Die molekulare Organisation des gesunden Knorpels. Die Chondrozyten werden von
einer Matrix umgeben, die durch ihre Distanz zur Zelle in Zonen eingeteilt wird. Die perizellulare Matrix
befindet sich unmittelbar um die Zelle. Die MolekUle dieser Zone interagieren mit Rezeptoren auf der
Zelloberflache: z.B. bindet Hyaluronan an CD44. Etwas weiter entfernt liegt die territoriale Matrix und
am weitesten entfernt schlieBlich die interterritoriale Matrix. Die Kollagen-Typen und die daran binden-
den Molekule unterscheiden sich in jeder Zone. Abklrzungen: CILP-1 = cartilage intermediate layer
protein 1; COMP = cartilage oligomeric matrix protein; CS = chondroitin sulfate; KS = keratan sulfate;
PRELP = proline-arginine-rich repeat protein. Abbildung entnommen und modifiziert nach Heinegard
und Saxne (2011) (S. 52).

Die Chondrozyten machen als zellularer Anteil des Gelenkknorpels nur einen Volu-
menanteil von etwa 5 % aus (Kuettner 1992). Sie exprimieren alle Bestandteile des
Knorpelgewebes und differenzieren sich wahrend der Skelettentwicklung aus
mesenchymalen Stammzellen (MSCs). Die MSCs werden durch Signale wie Zell-Zell-
und Zell-Matrix-Interaktionen (Goldring et al. 2006) sowie Wachstums- und Tran-
skriptionsfaktoren (Wuelling und Vortkamp 2010) angeregt zu migrieren und zu

proliferieren. Die Chondrozyten sind in sogenannten Chondronen angeordnet und
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innerhalb dieser Chondrone von einer perizellularen Matrix umgeben. Die Zahl der
Chondrozyten je Chondron variiert zwischen den Schichten. Die Chondrone und die
umgebende perizelluldre Matrix werden auch als Territorium bezeichnet, die Bereiche
dazwischen als Interterritorien (Poole 1997). Eine Besonderheit der Chondrozyten ist
ihr fehlender Zell-Zell-Kontakt und somit eine erschwerte Kommunikation mit ande-
ren Zellen. Adulte Chondrozyten teilen sich so gut wie nicht mehr. Dennoch sind sie
metabolisch sehr aktiv, denn sie halten das Gleichgewicht der extrazellularen Matrix
aufrecht (Kuettner 1992).

Mikroskopisch lasst sich der Gelenkknorpel horizontal von auB3en nach innen in eine
oberflachliche, mittlere, tiefe und eine kalzifizierte Schicht einteilen. Charakteristisch
fur die oberflachliche Schicht sind tangential angeordnete, dinne Kollagenfasern in
Verbindung mit einer hohen Konzentration an Decorin und nur wenig Aggrecan. Die
Chondrozyten sind hier klein und abgeflacht. In der mittleren Schicht finden sich di-
ckere, radial angeordnete Kollagenfaserbundel und rundere Chondrozyten. In der
tiefen Schicht sind die Kollagenfaserblndel am dicksten und ebenfalls radial ange-
ordnet. In dieser Schicht sind die Chondrozyten in Gruppen (Cluster) oder Saulen
angeordnet. Die kalzifizierte Schicht liegt direkt dem Knochen auf und besitzt runde
Chondrozyten in nicht-kalzifizierten Lakunen, umgeben von einer kalzifizierten Matrix
ohne Proteoglykane oder Kollagenfasern. Die im Lichtmikroskop sichtbare gewellte
Linie zwischen der tiefen Schicht und der kalzifizierten Schicht wird Tidemark ge-
nannt (Goldring und Marcu 2009; Poole 1997).

1.2 Osteoarthrose

1.2.1 Epidemiologie der Osteoarthrose

Die Osteoarthrose (OA) ist eine degenerative VerschleiBerkrankung der Gelenke. Im
englischen Sprachraum wird die OA auch als Osteoarthritis bezeichnet. Epidemiolo-
gische Aussagen zur OA variieren zum Teil erheblich aufgrund unterschiedlicher Defi-
nitionen der OA, des jeweiligen untersuchten Gelenks und der untersuchten Popula-

tion. Weltweit leiden, Stand 2012, mehr als 250 Millionen Menschen an einer OA des
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Knies. Dies entspricht 3,6 % der Weltbevdlkerung (Vos et al. 2012). 2008 lag in den
USA das Lebenszeitrisiko, an einer symptomatischen OA des Knies zu erkranken,
bei etwa 40 % bei Mannern und etwa 47 % bei Frauen (Murphy et al. 2008). In
Deutschland lag die Lebenszeitpravalenz der Arthrose im Jahr 2012 bei Frauen bei
etwa 28 % und bei Mannern bei etwa 20 % (Robert Koch-Institut 2014). Mit steigen-
dem Alter tritt die Erkrankung deutlich haufiger auf (Robert Koch-Institut 2013).

1.2.2 Atiologie und Pathologie der Osteoarthrose

Die OA wird durch die Degeneration des Gelenkknorpels, eine Entzindung im Ge-
lenk, einhergehend mit einer Synovialitis sowie Veranderungen im periartikularen und
subchondralen Knochen charakterisiert. Die am haufigsten betroffenen Gelenke sind
die Hande, die Kniegelenke, die Huftgelenke und die Wirbelsdule (Goldring und
Goldring 2007). Die klinischen Symptome sind Funktionseinschrankungen zusam-
men mit Schmerzen, Entzindung, Gelenksteifigkeit und Mobilitatsverlust (Felson
2006). Das Auftreten dieser Symptome, gemeinsam mit radiologischen Befunden,
definiert die symptomatische OA (Zhang und Jordan 2010). Allerdings kann eine OA
auch schon vorliegen, wenn radiologisch noch keine Veranderungen sichtbar sind
(Felson 2006). Die Ursachen der OA kénnen in zwei Gruppen eingeteilt werden: Ent-
weder wirkt eine abnormale Belastung auf normalen Knorpel oder eine normale Be-
lastung auf abnormalen Knorpel (Goldring und Goldring 2007). Die Hauptrisikofakto-
ren der Knie-OA sind Gelenkfehlstellung, Ubergewicht, vorangegangene Knieverlet-
zungen, OA in anderen Gelenken, das weibliche Geschlecht, fortgeschrittenes Alter
sowie sport- und berufsbedingt erhdhte Belastungen der Gelenke (Blagojevic et al.
2010). Bei einer Knie-OA treten die folgenden pathologischen Veradnderungen auf:
Zersetzung des Gelenkknorpels, Verdickung des subchondralen Knochens, Bildung
von Osteophyten, Synovialentzindung, Degeneration des Bandapparates und der
Menisken sowie Hypertrophie der Gelenkkapsel. Zusétzlich kdnnen Veranderungen
in den umliegenden Muskeln, Nerven, Schleimbeuteln und Fettpolstern vorliegen
(Loeser et al. 2012). Im Rontgenbild erscheinen die Veranderungen als Verengungen
des Gelenkspalts, Osteophyten, Zysten und subchondrale Sklerose (Guilak et al.
2004).
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Abbildung 2: Histologisches Bild der Osteoarthrose (OA). Gelenkknorpel eines Patienten
nach totaler Kniearthroplastik. A: Gesunder Gelenkknorpel. B: Spates Stadium der OA. Auf-
fallend ist die Multiplikation der Grenzlinie (Pfeile) sowie die Fissuren und die Chondrozyten-
Cluster (Stern). C: Fibrokartilaginares Ersatzgewebe mit narbenartiger Erscheinung (Pfeile). D:
Mesenchymales Gewebe dringt von unterhalb der Grenzlinie aus dem Knochenmark in den
hyalinen Knorpel ein (Pfeil). Abbildung nach freundlicher Bereitstellung enthnommen aus der
Dissertation von Gdkhan Cingdz (2015) (S.7).

Histologisch sind die charakteristischen Veranderungen einer OA deutlich erkennbar.
Die Chondrozyten formieren sich als Folge von erhohter Zellproliferation und allge-
mein erhohter Syntheseaktivitat zu Clustern. An der Knorpeloberflache kommt es zu
Fibrillation und Bildung von Fissuren, die kalzifizierte Zone verdickt sich, und es
kommt zur Multiplikation der Grenzlinie (Schminke und Miosge 2014). Die erhohte

mechanische Beanspruchung und die Synovialentzindung flhren zu einer Fehlregu-
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lation der Chondrozyten und stéren damit das Gleichgewicht zwischen anabolen und
katabolen Aktivitaten (Goldring und Goldring 2007). Die Reparaturmechanismen im
erkrankten Gelenk werden von der Matrixzerstdrung und der Bildung von nur wenig
funktionellem fibrokartilagindrem Ersatzgewebe mit mehr Kollagen-Typ 1 Uberlagert
(Muhammad et al. 2013). AuBerdem scheint Kollagen-Typ 4 in osteoarthritischem
Gewebe sowohl beim Menschen als auch in Tierexperimenten erhdht zu sein
(Kuettner 1992). Auch die Synthese von Kollagen-Typ 10 ist in osteoarthritischem
Knorpel erhdht und wird hier von Chondrozyten in oberflachlicheren Schichten des
Knorpels, speziell in Zell-Clustern, gebildet (Gannon et al. 1991). Die Chondrozyten
bilden Entzindungsmediatoren wie Zytokine und Chemokine sowie proteolytische
Enzyme, die den Gelenkknorpel und das umliegende Gewebe zerstdren (Wieland et
al. 2005). Zu den hauptverantwortlichen Proteasen zahlen die Matrix-
Metalloproteasen (MMP-1, MMP-3, MMP-9, MMP-13, MMP-14) und die Aggrecan-
asen ADAMTS4, ADAMTSS und ADAMTS9 (a disintegrin and metalloproteinase with
thrombospondin-like motifs) (Murphy und Nagase 2008). Die erhdhte Expression von
Regulatorproteinen, Matrixproteinen, Stress- und Apoptosemarkern und Transkripti-
onsfaktoren beeinflusst die Zellen und Gewebsveranderungen zusatzlich (Goldring
und Marcu 2009; Murphy und Nagase 2008). Ist der Gelenkknorpel schlieB3lich stark
zerstort, sind die Chondrozyten nicht mehr in der Lage, den komplexen Aufbau des

Gelenkknorpels neu zu bilden (Goldring und Goldring 2007).

1.2.3 Therapieansatze

Alle Therapieansétze zielen darauf ab, Schmerzen zu lindern und die Bewegungs-
fahigkeit zu verbessern oder wiederherzustellen. Es lassen sich konservative von
operativen MaBnahmen unterscheiden. Konservative, nicht-operative Behandlungs-
ansatze wie Lebensstilveranderung (Gewichtsreduktion), Bewegungsprogramme
oder Physiotherapie sowie medikamentdse Schmerztherapie lindern zwar die
Schmerzen und verbessern die Beweglichkeit, fhren jedoch nicht zur Heilung der
OA (Mankin und Buckwalter 1996). Operationen sind dann indiziert, wenn eine Ver-
besserung der Krankheitssymptome mit konservativen MaBnahmen nicht moglich ist.

Bei diesen operativen Behandlungen werden gelenkerhaltende von gelenkersetzen-
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den Operationen unterschieden. Bei leicht- bis mittelgradiger OA wird bei arthrosko-
pischen Eingriffen das Gelenk gespult (Lavage), die Knorpeloberflachen geglattet
(Shaving) und stérende Knochenwucherungen und freie Gelenkkdrper entfernt (De-
bridement) (Robert Koch-Institut 2013). Knochenmarkstimulierende Techniken wie
die Knochenanbohrung (Pridie-Technik), Mikrofrakturierung oder Abrasionsarthro-
plastik fhren durch eine Verletzung an der Grenzlinie zwischen Knochen und Knor-
pel zu spontanen Reparaturprozessen. Dabei sollen Knochenmarksstammzellen in
den Gelenkknorpel einwandern und damit die Knorpelneubildung anregen (Johnson
1986; Kreuz et al. 2006; Robert Koch-Institut 2013; Steadman et al. 2003).

Zu den Methoden, deren Ziel die Gelenkflachenwiederherstellung ist, z&hlen die auto-
loge osteochondrale Transplantation (AOT) und die autologe Chondrozytentransplan-
tation (ACT). Hierbei sollen tiefe Knorpelschadigungen mit korpereigenem (auto-
logem) Gewebe saniert werden (Robert Koch-Institut 2013). Bei der AOT werden
zylinderférmige Knochen-Knorpel-Stucke aus dem gesunden Teil des Femurkon-
dylus herausgestanzt, kultiviert und an der defekten Stelle mosaikartig eingesetzt. Bei
der ACT werden autologe Chondrozyten ebenfalls von einer nicht betroffenen Stelle
des Gelenks entnommen, fUr zwei bis drei Wochen kultiviert und dann an der er-
krankten Stelle injiziert (Muller et al. 2010). Bei sehr groBen Defekten mit erheblicher
Symptomatik oder wenn alle anderen Therapieansétze keine Wirkung zeigen, ist ein
kUnstlicher Gelenkersatz indiziert (Lohmander und Roos 2007).

Da die aktuellen Therapiemethoden nicht die gewlnschten Erfolge aufweisen und bei
der Regeneration fibrokartilagindres Ersatzgewebe anstelle von hyalinem Gelenk-
knorpel entsteht, werden in Zukunft die Erfolge auf dem Gebiet des Tissue Enginee-

ring eine immer gréBere Rolle spielen (Cucchiarini et al. 2014).

1.3 Chondrogene Progenitorzellen

Im pathologischen Gewebe der OA sind drei unterschiedliche Chondrozytentypen
bekannt: gesunde Chondrozyten, die Kkontinuierlich degenerieren, degenerierte
Chondrozyten, die abgebaut werden und schlieBlich fibroblastenartige Chondrozy-
ten. Letztere werden nicht abgebaut, sondern inre Anzahl steigt stetig. AuBBerdem

sind die fibroblastenartigen Chondrozyten durch die Bildung von fibrokartilagindrem

8
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Narbengewebe an Regenerationsprozessen beteiligt, indem sie Kollagen-Typ 1 syn-
thetisieren. Sie sind allerdings nicht in der Lage, das Gelenkknorpel-typische Kol-
lagen-Typ 2 zu bilden (Tesche und Miosge 2005).

Koelling et al. (2009) konnten fibroblastenartige Chondrozyten aus erkranktem Ge-
lenkknorpelgewebe isolieren und relevante Stammzellcharakterisitika wie hohe Zelltei-
lungsrate, Stammzellmarker, Migrationspotenzial und Multidifferenzierungspotenzial
zeigen. So lassen sich diese Vorlauferzellen bei geeigneten Bedingungen zu Adipozy-
ten, Osteozyten und Chondrozyten differenzieren. Aufgrund des chondrogenen und
migratorischen Potenzials dieser Zellen wurden sie chondrogene Progenitorzellen
(CPCs) genannt (Koelling et al. 2009).

Collagen type Il
Chondrocyte /'
Niche Transient amplifying pool
Ectodermal lineage @ D
Helper ceII

/2
Mesodermal lineage
—

Osteo-chondro-progenitor cell

Asymmetric cell d|V|S|on Endodermal lineage @

Fibro-chondrocyte \
Collagen type |
w

Regeneration effort in OA

. Stem cell

Abbildung 3: Das Konzept der Progenitorzellen in situ. Die Stammzelle befindet sich in Ni-
schen und entsendet Zellen, die sich wahrend eines Reparationsprozesses zu osteochond-
ralen Progenitorzellen entwickeln. Diese Zellen werden schlieBlich zu CPCs und produzieren
Kollagen-Typ 1. Das Ziel ist es, diese Zellen so zu manipulieren, dass sie sich zu Chondrozy-
ten differenzieren, die Kollagen-Typ 2 und hyalinen Knorpel bilden. Dies konnte Uber RUNX2

und SOX9 erreicht werden. Entnommen und modifiziert nach Muhammad et al. (2013) (S.5).

In vitro ist es bereits mdglich, durch einen Knockdown von runt-related transcription

factor 2 (RUNX2) das chondrogene Potenzial der CPCs zu erhdhen. Dabei kommt es
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zu einer Hochregulierung der Expression von SRY (sex determining region Y)-box 9
(SOX9) und Kollagen-Typ 2 wird vermehrt exprimiert. Bis heute ist es jedoch noch
nicht gelungen, die CPCs so zu modifizieren, dass sie funktionierendes hyalines
Knorpelgewebe in vivo bilden (siehe Abbildung 3). Ein Weg kdnnte sein, das chon-
drogene Potenzial der bereits vorhandenen Reparaturzellen im erkrankten Knorpel-

gewebe zu steigern (Muhammad et al. 2013).

1.4 Regulation der Chondrogenese

Als Chondrogenese bezeichnet man die ersten Schritte der Skelettentwicklung. Da-
bei kommt es zur Kondensation mesenchymaler Stammzellen mit anschlieBender
Differenzierung zu Chondroprogenitorzellen, aus denen sich das Knochen- und
Knorpelgewebe entwickelt. Dieser Prozess wird durch diverse Kontrollmechanismen
gesteuert. Zu diesen z&hlen Zellinteraktion mit der Umgebung, Wachstums- und Dif-
ferenzierungsfaktoren und andere Einflisse, die zelluldre Signalwege und die Tran-
skription spezifischer Gene einleiten oder unterdricken (Goldring et al. 2006).

Die Chondrogenese wird durch das enge Zusammenspiel diverser Signalkaskaden,
Wachstums- und Transkriptionsfaktoren gesteuert. Hierzu z&hlen die Wachstumsfak-
toren fibroblast growth factor (FGF), transforming growth factor (TGF)-$3, bone mor-
phogenic protein (BMP) sowie die Signalkaskaden Hedgehog, Wnt und Smad. Die
beiden hauptverantwortlichen Transkriptionsfaktoren bei der osteochondrogenen
Differenzierung sind SOX9 und RUNX2 (Lefebvre und Smits 2005; Long 2012;
Wuelling und Vortkamp 2010).

Die Gruppe der SOX-Proteine gehort zur high-mobility-group- (HMG-) Box-Familie.
Sie wurden im Zuge der Identifizierung von Sry, das fUr den testis-determining-factor
(TDF) kodierende Gen, das auf dem Y-Chromosom lokalisiert ist, entdeckt. Sry be-
sitzt eine Doméne, die Ahnlichkeit zu den DNA-bindenden Doménen der chromoso-
malen Nichthistonproteine HMG-1 und HMG-2 aufweist. Die Sox-Proteine weisen
eine Ubereinstimmung der Aminoséuren mit der HMG-Doméne von Sry von mindes-
tens 50 % auf. Die HMG-Doméne wird auch als Sry-Box bezeichnet. Diese Box gab

den Sox-Proteinen ihren Namen (Wegner 1999).
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Neben einer geschlechtsbestimmenden Funktion spielt SOX9 eine wesentliche Rolle
in der Chondrogenese und reguliert diverse Stadien der Knorpelentwicklung. Die
Uberexpression von SOX9 treibt die Chondrogenese in den MSCs an. Dies geschieht
zum Teil durch direkte Aktivierung der Transkription von Genen, die fur die Knorpel-
entwicklung notwendig sind (Kiefer 2007). Fehlt SOX9, so bleibt die mesenchymale
Kondensation aus, aber auch nach der mesenchymalen Kondensation wird SOX9 fur
die weitere Differenzierung der Chondrozyten bendtigt (Akiyama et al. 2002). So ent-
stehen aus den MSCs durch das Einwirken von SOX9 die Osteo-Chondroprogenitor-
Zellen (Akiyama et al. 2005). In den Prachondroblasten und Chondroblasten wird
weiterhin SOX9 exprimiert. In hypertrophen Chondrozyten wird SOX9 nicht mehr ex-
primiert (Lefebvre und Smits 2005).

Heterozygote Mutationen im SOX9-Gen sind der Grund fur das skeletale Fehlbil-
dungssyndrom Campomele-Dysplasie beim Menschen (Wagner et al. 1994). Charak-
teristisch fUr die Erkrankung sind allgemein fehlende Mineralisation, das Abknicken
der langen Réhrenknochen, hypoplastische Schadelknochen, Fehlbildungen des Be-
ckens und KlumpfuBe (Sock et al. 2003). Dies unterstreicht die fundamentale Rolle
von SOX9 bei der Knorpelentwicklung.

Lefebvre et al. (1997) konnten zeigen, dass die Expression von Kollagen-Typ 2 eng
mit der von SOX9 korreliert. SOX9 bindet direkt an den Enhancer (Transkriptionsver-
starker) fur COL2a, das Gen fur Kollagen-Typ 2 (Lefebvre et al. 1997).

RUNX2 oder core binding factor 1 (Cbfal) ist ein Transkriptionsfaktor und gehort zu
den Core Binding Factors (CBF). Die CBFs sind eine Gruppe von Transkriptionsfakto-
ren, die aus einer DNA-bindenden a-Untereinheit und einer nichtbindenden -
Untereinheit bestehen (Otto et al. 1997). RUNX2 wird in MSCs exprimiert und regu-
liert als ein Osteoblasten-spezifischer Transkriptionsfaktor die Osteoblastendifferen-
zierung (Ducy et al. 1997; Jonason et al. 2009). Homozygote RUNX2-Knockout-
Mause zeigen eine gestdrte Entwicklung der Osteoblasten und es bilden sich keine
Knochen. Bei Mausen mit heterozygoten Mutationen in RUNX2 zeigt sich eine Hypo-
plasie der Schlusselbeine sowie verspatete Ossifikation der Schadelknochen. Diese
spezifischen Knochendefekte bei Mausen stellen ein Modell flr die Cleidocraniale

Dysplasie beim Menschen dar (Otto et al. 1997). Diverse Mutationen des RUNX2-
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Gens wie Deletion, Insertion, Missense Mutationen oder das heterozygote Fehlen von
RUNX2 fuhren zur Cleidocranialen Dysplasie (Mundlos et al. 1997).

Wahrend der OA steigt die Expression von RUNX2 im Vergleich zu der in gesundem
Knorpelgewebe. Die erhdhte RUNX2-Expression fuhrt auBerdem zu einer vermehrten
Sezernierung von MMP-13. Somit scheint die RUNX2-Expression ein entscheidender
Schritt in der Entwicklung einer OA zu sein (Wang et al. 2004). Die gemeinsame
Hochregulierung der Gen-Expression von Col10a1, MMP-13 und RUNX2 in den tie-
fen Zonen des OA-Knorpels kénnte zur Erweiterung der kalzifizierten Knorpelzone

fUhren (Goldring und Goldring 2010).

SOX9 und RUNX2 sind die Haupttranskriptionsfaktoren in Osteogenese und Chond-
rogenese. Sie konnen miteinander interagieren und SOX9 ist in der Lage, die Aktivie-
rung von RUNX2 zu inhibieren und umgekehrt (Cheng und Genever 2010). Durch
den Knockdown von RUNX2 in CPCs wird das chondrogene Potenzial der CPCs
durch Hochregulierung der Expression von SOX9 und Kollagen-Typ 2 erhdht
(Muhammad et al. 2013).

Der Zusammenhang von SOX9 und RUNX2 und deren Schltsselrolle in der Osteo-
bzw. Chondrogenese zeigen, dass beide ein mogliches Ziel fur die Behandlung der
OA darstellen.

1.5 Fatty Acid Binding Protein 5

In einer Doktorarbeit dieser Arbeitsgruppe (Orale Biologie und Geweberegeneration)
wurden mithilfe von Knockdown- sowie Pull-Down-Versuchen Co-Regulatoren von
RUNX2 und SOX9 identifiziert. In der Arbeit sind eine Reihe potenzieller Interaktions-
partner fur RUNX2 und SOX9 aufgefuhrt (Cingdz 2015). Fatty Acid Binding Protein 5
(FABP5) konnte dabei als ein potenzieller Bindungspartner von RUNX2 identifiziert
werden. In der vorliegenden Arbeit wurde das humane FABP5, auch epidermales (E-)
FABP oder Keratinocyten (K-) FABP genannt, in chondrogenen Progenitorzellen
(CPCs) ausgeknockt und die Auswirkungen dieses Knockdowns auf die CPCs unter-

sucht.
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Die humanen intrazellularen FABPs werden in den meisten Geweben exprimiert. Es
sind kleine zytosolische Proteine mit einer GroBe von 15 kDa, die unveresterte lang-
kettige Fettsduren und andere Liganden binden kdnnen (Thumser et al. 2014). Alle
FABPs besitzen eine hohe Affinitat zu einer einzigen gesattigten oder ungeséattigten
langkettigen Fettsaure (14 C-Atome), mit der Ausnahme des Leber-FABP (FABP1),
das zwei Fettsduren oder andere hydrophobe Molekule binden kann (Storch und
Thumser 2010). FABPs scheinen durch die Kontrolle des Transports, des Metabo-
lismus und der Speicherung von Fettsauren eine zentrale Rolle bei der Regulation
von Fettstoffwechsel, Entzindungsprozessen und Energiehaushalt zu spielen (Storch
und McDermott 2009). Fettsduren ihrerseits kénnen durch verschiedene Mechanis-
men die Gentranskription der Zelle beeinflussen. Diese Mechanismen kénnen Tran-
skriptionsfaktoren modifizieren, an sie binden und sie damit aktivieren, die Stabilitat
der mRNA beeinflussen oder sich auch auf die Expression von Transkriptionsfaktoren
auswirken (Chmurzynska 2006; Duplus et al. 2000). Es sind neun verschiedene Gen-
varianten der FABPs bekannt, die jeweils hach dem Ort, an dem sie entdeckt wur-
den, benannt sind. Viele der FABPs werden jedoch in mehreren Geweben exprimiert
und deshalb wurde eine nummerische Nomenklatur eingefihrt (Storch und
McDermott 2009; Storch und Thumser 2010).

Die kleinen Proteine zeigen nur eine geringe Homologie in der Aminosaurensequenz
(20-70 %), gleichen sich aber zum groBten Teil in inrer Tertiarstruktur. Allen gemein-
sam ist die zehnstrangige antiparallele (-Fass-Struktur. Innerhalb des B-Fasses be-
findet sich die Bindungsstelle fir den Liganden. Auf der einen Seite dieser Bindungs-
stelle befindet sich ein N-terminales helix-turn-helix-Motif, das wohl die wichtigste

Zugangsstelle fur die langkettigen Fettsauren darstellt (Storch und Thumser 2010).

FABP5 wurde von Madsen et al. 1992 erstmals in Keratinozyten von an Psoriasis
leidenden Patienten entdeckt. In diesen Keratinozyten waren die FABP5-Level ext-
rem erhdht und damit auch der Transport und Metabolismus von Fettsauren veran-
dert. Dies entspricht den Ublichen Beobachtungen in psoriatischer Haut, in der Lipi-
de, Phospholipide und freie Arachnoidinsaure erhéht sind (Madsen et al. 1992).

Die physiologischen Liganden von FABP5 sind noch nicht vollstandig bekannt. Die

gesattigte C,5-Stearinsaure zeigt hdchste Affinitat zu FABP5, wahrend sich mit stei-
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gender Kettenlange und steigendem Grad der ungeséttigten Bindungen die Affinitat
verringert (Hohoff et al. 1999).

= Helix-turn-helix motif

B-barrel domain — Oleicacid ligand

Abbildung 4: Kristallstruktur des humanen FABP5 mit einer gebundenen Fettsaure (oleic acid
ligand). Die Proteinstruktur zeigt die in allen FABPs vorkommende beta-Fass-Struktur und
das N-terminale helix-turn-helix-Motif. Entnommen aus Storch und Thumser (2010)
(S. 32680).

FABP5 wird nicht nur im Epithelgewebe gebildet, sondern auch in vielen anderen
Geweben wie Brustdrise, Gehirn, Niere, Lunge, Adipozyten, Zunge und Hoden ex-

primiert (Smathers und Petersen 2011).

FUr die Entwicklung des Gehirns scheint FABP5 eine wichtige Rolle zu spielen, denn
in den pranatalen und frihen postnatalen Neuronen ist die Expression von FABP5
deutlich erhoht (Liu et al. 2010). FABP5 scheint auBerdem bei der Gber Peroxisomen-
Proliferator-aktivierte Rezeptoren (PPAR)-3/6 vermittelten Induktion der Keratinozy-

tendifferenzierung beteiligt zu sein (Tan et al. 2002).

Bando et. al (2014) konnten FABP5 in den Wachstumsplatten der langen Knochen

junger Mause nachweisen. Hier scheint FABP5 den intrazellularen Transport von
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Fettsauren, vor allem von Omega-3-Fettsauren, zu Ubernehmen. Die Fettsduren ge-
langen in der Zelle zu verschiedenen Zielen; zu den Mitochondrien und zum Zellkern.
Auch hier scheint die transkriptionelle Regulation der endochondralen Ossifikation im

Zusammenspiel mit PPAR /6 beeinflusst zu werden (Bando et al. 2014).

Durch ihre Funktionen auf den Fettstoffwechsel, kénnen die FABPs als Adipokine
angesehen werden (Kralisch und Fasshauer 2013). AuBerdem stehen die FABPs in
engem Zusammenhang mit Ubergewicht. So sind beispielsweise FABP4 und FABP5
bei Ubergewichtigen erhéht (Canas et al. 2015) und FABP5 beglinstigt zudem die
Entwicklung einer erndhrungsbedingen Adipositas (Shibue et al. 2015). Dass Uber-
gewicht die Entstehung einer OA begunstigt, ist bekannt (Oliveria et al. 1999). Die
komplexe Atiologie dieses Zusammenhangs ist bis heute jedoch noch nicht geklért
(Thijssen et al. 2015).

Die Tatsachen, dass FABP5 ein potenzieller Interaktionspartner von RUNX2 und
FABPS5 gleichzeitig bei der Entstehung von Ubergewicht sowie beim Fettstoffwech-
sel, Entzindungsprozessen und Energiehaushalt beteiligt ist, geben Hinweis auf die

mdogliche Rolle, die FABP5 bei den Prozessen der OA spielt.

15



Einleitung

1.6 Fragestellung und Ziele dieser Arbeit

In der vorgelegten Arbeit wurde der Einfluss von FABP5 auf SOX9 und RUNX2 in
CPCs untersucht. Durch den Nachweis von Kollagen-Typ 1 sollte die chondrogene
Differenzierung der CPCs gezeigt werden. Hierfur wurden humane Knorpelzellen aus
erkrankten Gelenken verwendet und kultiviert. Die CPCs entstammten aus osteo-

arthritischem Knorpel.

Durch den Knockdown von FABP5 in den CPCs mit siRNA wurden die Effekte so-
wohl auf genetischer Ebene durch quantitative real-time PCR als auch auf Protein-

ebene durch Western Blot analysiert.
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2 Material und Methoden

2.1 Immunhistochemie

2.1.1 Immunhistochemische Darstellung von FABPS im Knorpel

Die Methode der Immunhistochemie ermdglicht den Nachweis des Proteins FABP5
in Knorpel und Knochen. Mithilfe des HiDef Detection Alkalische Phosphatase Poly-
mer Systems (Ca. No. 962D-12) von Cell Marque (Rocklin, USA) kann der Antikdrper
(AK) gegen FABP5 in den Gewebeschnitten sichtbar gemacht werden. Dabei erkennt
ein sekundarer AK den primaren AK. AnschlieBend bindet die Alkalische Phosphata-
se an den sekundaren AK. Die Alkalische Phosphatase reagiert mit dem Chromogen
PermaRed, sodass die gesuchten Proteine mikroskopisch sichtbar werden. In Tabel-

le 1 ist das Protokoll der immunhistochemischen Reaktion aufgelistet.

2.1.2 Verwendetes Knorpelgewebe

Aus in der Arbeitsgruppe bereits vorhandenen, in Paraffin eingebetteten Knorpelpro-
ben wurden mithilfe eines Mikrotoms (Leica, Nussloch, D) 4 pm dinne Schnitte an-
gefertigt. AnschlieBend wurden die Schnitte mit einem Pinsel in ein 37 °C warmes
Wasserbad gelegt und mit einem Objekttrager (Thermo Scientific, Braunschweig, D)
aufgenommen. Auf eine 42 °C warme Warmeplatte wurden die Schnitte fur 30 min
gelegt und danach flr 48 h im Warmeschrank (Heraeus, Hanau, D) getrocknet.

Bei den verwendeten Gewebeproben handelte es sich um Knorpel- und Knochen-

gewebe aus osteoarthritischen Kniegelenken.
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Tabelle 1: Protokoll Immunhistochemie

Schritt L6sung/ Substrat Zeit
Entparaffinieren Xylol | 2x 10 min
Alkoholreihe Ethanol 100 % - 50 % je 5 min
Waschen TBS-T 5 min
Blocken Universal-Block 30 min
Waschen TBS-T 3 x 3 min
Antigendemaskierung Protags bei 60 °C 30 min
Waschen TBS-T 3 x 3 min
Blocken 1 % BSA/TBS 10 min
Primarer Antikdrper FABP5 1:100 Uber Nacht bei RT
Waschen TBS-T 3 x 3 min
Sekundarer Antikdrper HiDef Amplifier 30 min
Waschen TBS-T 3 x 3 min
Polymer HiDef Polymer 20 min
Waschen TBS-T 3 x 3 min
Chromogenfarbung PermaRed 4 min
Waschen TBS-T 10 min
Gegenfarbung Lichtgrin (Verdinnung 1:4) 10 sec
Waschen 1 % Essigsaure 5 sec
Dehydrieren Ethanol 50 % - 100 % je 3 min
Xylol 2 X5 min

Nach dem Dehydrieren wurden die Praparate mit Eukitt und einem Glas-Coverslip
(Thermo Scientific, Braunschweig, D) gedeckelt. Die angefarbten Schnitte konnten
nun unter dem Mikroskop (#415500-0004-000, Carl Zeiss, Gottingen, D) beurteilt

werden.
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2.2 Zellkultur

2.2.1 Herkunft der CPCs

Die humanen CPCs wurden aus hyalinem Knorpel osteoarthritischer Kniegelenke
nach dem Protokoll von Koelling et al. (2009) gewonnen. Die Patienten waren zwi-
schen 65 und 75 Jahre alt und litten an einer OA im spéaten Stadium und unterzogen
sich einer totalen Kniearthroplastik, die im akademischen Lehrkrankenhaus Neu-
Mariahilf in Géttingen durchgefUhrt wurde. Vor der Operation wurden die Patienten
Uber den Aufbau und die Ziele der Studien aufgeklart und gaben eine schriftliche Ein-
verstandniserklarung zur Verwendung ihrer Proben ab. Die Studie wurde durch die
Ethikkommission der medizinischen Fakultdt der Universitat Gottingen genehmigt
(Antragsnummer 25/12/10). Aus den Proben wurden die CPCs isoliert, immortalisiert
und in flissigem Stickstoff aufbewahrt. Die Immortalisierung erfolgte durch lentiviralen
Gentransfer mit dem Gen flUr die humane Telomerase Reverse Transkriptase
(hTERT).

FUr die entsprechenden Versuche wurden Zellen der Zelllinie CPC241ht von Christa
Bode (AG Orale Biologie und Geweberegeneration der Poliklinik fir Zahnarztliche
Prothetik, Universitatsmedizin Géttingen) zur Verflgung gestellt. Sie wurden mdg-

lichst schnell bei 37 °C aufgetaut und nach folgender Beschreibung kultiviert.

2.2.2 Kultivierung der CPCs

Immortalisierte CPCs wurden in 75 cm? groBen Zellkulturflaschen (#83.1813.002,
Sarstedt, Newton, USA) kultiviert. Das Nahrmedium Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium + GlutaMax (DMEM +/+) in den Zellkulturflaschen wurde alle drei bis vier
Tage ausgetauscht. Dadurch stand den Zellen fur eine Vermehrung ausreichend Me-
dium zur Verfugung. Vor jedem Wechsel wurden die Zellkulturflaschen unter dem
Mikroskop (Carl Zeiss, Gottingen, D) begutachtet und die Ausbreitung der Zellen auf
dem Boden beurteilt. So wurde sichergestellt, dass die Zellkulturflaschen nicht zu voll

wachsen und eine Differenzierung der Zellen verhindert.
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Kultivierungsmedium DMEM +/+:

500 ml DMEM (#21885, Gibco, Paisley, UK)
50 ml Fetales Kélberserum FCS (#10270-106, Gibco, Paisley, UK)
500 pl Gentamycin (# HN09.1, Roth, Karlsruhe, D)

2.2.3 Passagieren der CPCs

Sobald der Boden einer Zellkulturflasche zu etwa 90 % mit Zellen bewachsen war,
wurden die CPCs mit Trypsin (PAN Biotech, Aidenbach, D) geerntet. Das Medium
wurde verworfen und die Flaschen zweimal mit PBS gewaschen, um Proteinreste
des Mediums komplett zu entfernen. AnschlieBend wurden die Zellen mit 2 ml
Trypsin beschichtet und fur 4 bis 5 min im Brutschrank inkubiert. Durch leichtes
Klopfen gegen die Zellkulturflasche konnten nicht geldste Zellen mobilisiert werden.
Dies wurde unter dem Mikroskop kontrolliert. Die geldsten Zellen wurden in ein 50-
ml-Falcon-Tube-Rohrchen (Sarstedt, NUmbrecht, D) gegeben. In das Réhrchen wur-
den 2 ml DMEM +/+ gegeben, um die Trypsin-Aktivitat zu beenden. AnschlieBend
erfolgte das zweimalige Ausspulen der Zellkulturflasche mit Medium, um die restli-
chen Zellen in das Falcon-Tube-Rdhrchen zu beférdern. Die Zellen wurden durch
zehnminUtiges Zentrifugieren bei 1200 Umdrehungen pro Minute vom Medium ge-
trennt. Der Uberstand wurde entfernt und das Zellpellet in 1 ml PBS resuspendiert.
Die Zellzahl wurde anschlieBend mit einem Zellometer (Cellometer Auto T4 Cell
Counter) der Firma Nexcelom Bioscience (Lawrence, USA) bestimmt. Nun konnten
neue Zellkulturflaschen mit 7 x 10* Zellen pro Flasche beimpft werden und mit 10 ml
Medium versetzt werden. Die Ubrigen Zellen wurden erneut in PBS resuspendiert und
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde abpipettiert und die Zellpellets bei -81 °C ein-
gefroren. Durch die Behandlung mit Trypsin befanden sich die Zellen in den neuen

Zellkulturflaschen in der nachsthdheren Passage.
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2.3 Knockdown von FABP5 mit siRNA

2.3.1 Allgemeines zur Methode

Unter einem Gen-Knockdown (engl. fur Herunterregulierung) versteht man eine Min-
derung der Expression eines Gens in einer Zelle. Folglich kann es zu einer verminder-
ten Synthese des Proteins kommen, flr welches das herunterregulierte Gen codiert.
So kdénnen die Auswirkungen des nur noch wenig bis gar nicht mehr gebildeten Pro-
teins auf die Zelle und schlieBlich auch auf den gesamten Organismus untersucht
werden. Ein solcher Knockdown kann durch Einbringen von Fremd-DNA bzw. -RNA
in die Zelle, die sogenannte Transfektion, herbeigeflhrt werden. In der vorliegenden
Arbeit wurde als Fremd-RNA small-interfering RNA (siRNA) verwendet.

Man unterscheidet zwischen der transienten und der stabilen Transfektion. Bei der
transienten Transfektion bleibt die Fremd-DNA/-RNA nur fUr eine kurze Zeit in der
Zielzelle. Bei der stabilen Transfektion verbleibt die Fremd-DNA/-RNA Uber einen 1an-
geren Zeitraum in der Zelle, da sie fest in das Genom dieser Zelle eingebaut ist und
so vor den Abbauprozessen der Zelle geschitzt ist. In der vorliegenden Arbeit wurde
letztere Knockdown-Methode verwendet, um die Auswirkungen des Proteins FABP5
auf RUNX2 und SOX9 und damit die Regenerationsprozesse in CPCs zu untersu-

chen.

Der Knockdown von FABP5 wurde durch die sogenannte Nukleofektion durchge-
fUhrt. Dabei macht man sich das Prinzip der Elektroporation zunutze, die es ermdog-
licht, mittels elektrischer Spannung und bestimmter Reagenzien, Nukleinsduren in
Form von z.B. siRNA in die Zellen und den Zellkern zu beférdern. Die Zellmembran
der Zielzellen wird durch das Anlegen einer elektrischen Spannung fur kurze Zeit fur

die siRNA permeabel.

2.3.2 Transfektion der CPCs mit der siRNA

Die Transfektion wurde mit dem Amaxa Human MSC Nucleofector Kit (Cat. No. VPE-
1001) der Firma Lonza (Basel, CH) durchgeflhrt. 5 x 10° Zellen wurden mit PBS
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gewaschen und bei 300 g fur 10 min abzentrifugiert. FUr jede Transfektion wurde
entsprechend der Herstellerangaben die Transfektionslosung Human MSC Nucle-
ofector Solution hergestellt. Daflr wurden pro Transfektion 90 pyl Reagenz mit 20 pl
Supplement gemischt. Das zuvor hergestellte Zellpellet wurde mit 100 pl der Trans-
fektionslésung resuspendiert und 0,2 nmol siRNA hinzugegeben. Dieser Ansatz wur-
de in eine ElektroporationskUvette gegeben und diese in den Nucleofector Il von
Amaxa Biosystems gestellt. Mit dem Programm U-23 wurden die CPCs einem
elektrischen Strom ausgesetzt. AnschlieBend wurden 500 pl Medium in die Klvette
gegeben und der gesamte Inhalt tropfchenweise in eine mit 1 ml Medium befllite 6-
Well-Platte gegeben. Nach 24 h wurde das Medium ausgetauscht und nach einer
Inkubation von 48 h wurden die transfizierten CPCs mithilfe von Trypsin geerntet, in

PBS gewaschen und schlieB3lich als Zellpellet bei -81 °C eingefroren.

Die verwendete siBNA fur den FABP5-Knockdown (Best.-Nr.: SR 301514) wurde bei
Origene Technologies (Rockville, USA) bestellt. Es wurden drei verschiedene siRNA-
Proben geschickt. Diese wurden in Vorversuchen getestet und die effektivste siRNA

mittels gRT-PCR ausgewahlt und in ausreichender Menge bestellt.

Die Effizienz der Transfektion wurde bei jedem Versuch durch eine transiente Trans-
fektion mit GFP (green fluorescence protein) der CPCs kontrolliert. Bei erfolgreicher
Transfektion bilden die CPCs das bei UV-Licht-Bestrahlung (Wellenlange 395 nm)

fluoreszierende Protein GFP.
2.4 Quantitative real-time Polymerase Chain Reaction

2.4.1 Allgemeines

Die quantitative real-time Polymerase Chain Reaction (QRT-PCR) dient der Vervielfal-
tigung bestimmter Nukleinsduresequenzen. Sie beruht auf dem Prinzip der Poly-
merase-Kettenreaktion (engl.: polymerase chain reaction) und ermdoglicht neben der
Vervielfaltigung eine Quantifizierung der gewonnenen DNA in Echtzeit. Mit der gRT-

PCR kann somit der Grad der Genexpression bestimmt werden.
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FUr die PCR werden eine hitzestabile Tag-Polymerase und der Fluoreszenzfarbstoff
SYBR-Green bendtigt. Die Tag-Polymerase muss die bei der PCR auftretenden
Temperaturen von 95 °C Uberstehen. Wéahrend einer PCR werden die folgenden drei

Phasen mehrmals durchlaufen:

1. Denaturierung: Durch Erhitzen der DNA auf 95 °C werden die Doppelstrange
in Einzelstrange getrennt.

2. Primer Annealing: Fur etwa 30 sec wird die Temperatur soweit reduziert, dass
sich die Primer an die DNA-Einzelstrange anlagern.

3. Elongation: Die Tag-Polymerase synthetisiert die Komplementérstrange und

es lagert sich der SYBR-Green Fluoreszenzfarbstoff an.

Alle drei Phasen der PCR werden in einem Thermocycler (Mastercycler, Eppendorf,
Hamburg, D) durchgefihrt und wiederholen sich bis zu 45 mal. Nach jedem Zyklus
hat sich die DNA theoretisch verdoppelt. Die Anlagerung des Fluoreszenzfarbstoffs
erhoht sich mit jedem Zyklus und die Fluoreszenz wird nach jedem Zyklus vom
Thermocycler gemessen. Der Zyklus, in dem die Fluoreszenz einen im PCR-
Programm festgelegten Wert Uberschreitet, wird als ct-Wert (cycle threshold) be-
zeichnet. Die Menge an eingebautem SYBR-Green in die DNA ist proportional zur
Menge der zu Beginn der PCR eingesetzten DNA. Mithilfe des ct-Werts lasst sich
also die DNA-Menge des gesuchten Zielgens bestimmen. Je mehr DNA des Zielgens
in der Probe vorhanden ist, desto kleiner ist der ct-Wert und umgekehrt. Das heift,
dass die DNA-Menge und der ct-Wert in einem reziproken Zusammenhang stehen.
Nach dem letzten Zyklus folgt die Schmelzkurve. Mithilfe der Schmelzkurve I8sst sich
sicherstellen, dass keine unerwlUnschten Produkte (Primer-Dimere) entstanden sind

und nur die DNA des gesuchten Gens vervielfaltigt wurde.

2.4.2 mRNA-Isolierung aus primaren Zellen

FUr die RNA-Isolierung wurde das pegqGOLD Total RNA Kit der Firma PEQLAB Bio-
technologie (Erlangen, D) verwendet (Order No. 12-6834-02). Die Zellen wurden
entweder direkt aus den Zellkulturflaschen entnommen oder, wenn sie bereits bei

-80 °C eingefroren waren, aufgetaut. Durch Zugabe von 400 pl RNA Lysis Buffer T
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zum Zellpellet wurden die Zellen lysiert. Die Lyse konnte direkt in den Zellkulturfla-
schen durchgefuhrt werden. Das Lysat wurde anschlieBend in ein im Kit vorhande-
nes DNA Removing Column gegeben und dieses Rdhrchen auf ein dazu passendes
Sammelrdhrchen gesteckt. Nach einminttigem Zentrifugieren bei 12.000 g wurde
der Durchfluss mit dem gleichen Volumen 70 %igen Ethanols versetzt und gemischt.
Die gesamte Ldsung wurde nun in ein PerfectBind RNA Column gegeben und auf
passende Sammelrohrchen gesteckt. Nach dem Zentrifugieren fGr 1 min bei 10.000
g wurde der Durchfluss verworfen. Danach folgte das Waschen mit 500 uyl RNA
Wash Buffer | und anschlieBend zweimaliges Waschen mit 600 pyl RNA Wash Buffer
ll. Zwischen den Waschschritten wurden die Proben jeweils fir 30 sec bei 10.000 g
abzentrifugiert und der Durchfluss weggeschuttet. Nun wurde die Probe fur 2 min bei
10.000 g trockenzentrifugiert. Im letzten Schritt konnte die gewonnene RNA mit 30 pl
RNase-freiem Wasser aus dem PerfectBind RNA Column gespult werden. Das Co-
lumn wurde auf ein Biopur 1,5 ml Eppendorfcup gegeben und fur 1 min bei 5.000 g
abzentrifugiert. Mithilfe des Nanodrop 1000 Spectrometers (PeglLab Biotechnologie
GmbH, Erlangen, D) konnte die Konzentration der gewonnenen mRNA (messanger

RNA) bestimmt werden.

2.4.3 Umschreiben von mRBNA in cDNA

Um die Genexpression zu bestimmen, musste die mRNA in cDNA (copy DNA) um-
geschrieben werden. Dies wurde mithilfe des QuantiTect Reverse Transcription Kits
(Cat.No. 205313) von Qiagen (Venlo, NL) durchgefuhrt. Das gesamte Umschreiben
wurde auf Eis durchgefuhrt, um eine Degradierung der mRNA zu verhindern. Als ers-
tes erfolgte die Inkubation der mRNA mit genomic DNA wipeout buffer bei 42 °C flr
2 min. Die im Puffer enhaltenen DNasen elimierten die moglicherweise vorhandene
restliche genomische DNA. AnschlieBend wurde die mRNA mit einem Mastermix,
bestehend aus Transkriptionspuffer, reverser Transkriptase und Primermix gemischt
und fur 15 min bei 42 °C inkubiert. In dieser Zeit wurde die mRBNA in cDNA umge-
schrieben. Durch Erhitzen der Probe auf 95 °C fur 3 min wurden die Stréange vonei-
nander geldst, die reverse Transkriptase inaktiviert und der Vorgang somit gestoppt.

AnschlieBend wurde eine Konzentration der cDNA von 1 ng/ul durch Zugabe von
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RNase-freiem Wasser eingestellt. Dabei wurde angenommen, dass das Umschrei-

ben im Verhaltnis 1:1 geschah.

2.4.4 gRT-PCR-Protokoll

FUr die gRT-PCR stand das HotStar Tag DNA Polymerase Kit der Firma Qiagen zu
Verflgung. Zu Beginn wurde ein Mastermix wie in Tabelle 2 pipettiert. Es wurde im-
mer ein Ansatz mehr hergestellt, um mdgliche Pipettierfehler auszugleichen. Die ver-
wendete 96-Well-Platte (Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf, D) wurde mit
einer Microseal B Adhesive Folie (Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf, D)
beklebt und die fur die PCR bendtigten Wells freigeschnitten. Pro Well wurden 9

Mastermix und 1 pl der zu untersuchenden cDNA zusammen pipettiert.

Die befullten Wells wurden mit Optical Flap Caps (Biozym Scientific GmbH, Hessisch
Oldendorf, D) verschlossen und anschlieBend kurz zentrifugiert. Die Well-Platte wur-
de in den Thermocycler gestellt, das gRT-Protokoll nach Tabelle 3 eingestellt und die
PCR gestartet.

Die PCR wurde dreimal mit dreifachen Ansatzen durchgeflhrt und es wurde cDNA

aus drei verschiedenen Transfektionen verwendet (n=3).

Tabelle 2: PCR Mastermix

Mastermix pro Well Menge in pl
SYBR-Green 5
Primermix (forward/reverse) 2
RNase-freies Wasser 2
Totalvolumen 9
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Tabelle 3: gRT-PCR-Protokoll

Phase Temperatur Zeit Zyklen
Initiale Aktivierung 95 °C 5 min
Denaturierung 95 °C 15 sec
Annealing Je nach Primer 15 sec 45
Elongation 72 °C 20 sec
Finale Extension 72 °C 10 min
Schmelzkurve Ann. Temp. des Primers -1 °C bis 95 °C 15 sec

in 0,2 °C Schritten je 8 sec

2.4.5 Primerdesign

Der Primer fur FABP5 wurde mithilfe der Software primer3 und Primer-BLAST
(http://ncbi.nim.nih.gov) designed. Die Einstellungen von primer3 wurden so gewahlt,
dass die Primersequenz eine Lange von 18 bis 23 Basenpaare nicht Uberschritt und
einen Guanin- und Cytosingehalt von 40 % und 60 % betrug. Mit Primer-BLAST
wurde die designte Primersequenz Uberprift, um alternative PCR-Produkte aus-
schlieBen zu kdnnen.

Die spezifische Sequenz wurde bei der Firma Eurofins Genomics (Ebersberg, D) be-
stellt und salzfrei sowie lyophilisiert geliefert. Die Primer wurden entsprechend der
Herstellerangaben mit RNase-freiem Wasser resuspendiert und bei -21 °C aufbe-
wahrt.

Die Primer fur die Kollagen-Typ 1, SOX9, RUNX2 und 2M waren bereits vorhanden.

Deren Sequenzen sind der Tabelle 6 zu entnehmen.

2.4.6 Gradienten-PCR

Zur Bestimmung der Annealing-Temperatur fur den Primer FABP5 wurde eine Gradi-
enten-PCR durchgefuhrt. Dabei wurden 12 Wells einer Wellplatte mit dem jeweils

gleichen Ansatz (Tabelle 4) beladen und mit unterschiedlichen Annealing-
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Temperaturen beheizt. Die Temperaturen lagen bei 52°C, 52,2°C, 53,1°C, 54,6°C,
56,4°C, 58,5°C, 60,7°C, 62,9°C, 64,9°C, 66,6°C, 67,8°C und 68,5°C.

Tabelle 4: Gradienten-PCR: Pipettierschema

Ansatz pro Well Menge in pl
SYBR-Green 10
Primermix (forward/reverse) 4
RNase-freies Wasser 4

cDNA 2
Totalvolumen 20

Die Gradienten-PCR wurde mit dem Thermocycler der Firma Eppendorf (Hamburg,
D) nach dem Protokoll in Tabelle 5 durchgefuhrt.

Anhand der entstandenen Schmelzkurve konnte die Annealing-Temperatur bestimmt
werden. Hierbei wurde die Temperatur mit der hdchsten Extinktion, also die Tempe-
ratur, die den hdchsten Ausschlag in der Schmelzkurve zeigte, ausgewahlt. Um die
Spezifitdt des Primers zu bestatigen, wurde der Primer zusammen mit dem PCR-
Produkt zu der Firma Sequence Laboratories in Géttingen geschickt. Das Ergebnis
der Sequenzierung konnte mit Primer-BLAST (http://ncbi.nim.nih.gov) Gberprift wer-

den.

Tabelle 5: Gradienten-PCR-Protokoll

Phase Temperatur Zeit Zyklen
Initiale Aktivierung 95 °C 5 min
Denaturierung 95 °C 15 sec
Annealing unterschiedlich 15 sec 45
Elongation 72 °C 20 sec
Finale Extension 72 °C 10 min
Schmelzkurve Ann. Temp. des Primers -1 °C bis 95 °C 15 sec

in 0,2 °C Schritten je 8 sec
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2.4.7 Verwendete Primer

Tabelle 6: PCR Primer

Zielgen Forward Primer Reverse Primer Annealing

5 -3 5 -3 Tempereatur
FABP5 tgaaggagctaggagtgggaa tgcaccatctgtaaagttgcag 60 °C
SOX9 caggctttgcgatttaagga ccgttttaaggctcaaggtg 60 °C
RUNX2 ttccagaccagcagcactc cagcgtcaacaccatcatt 63 °C
B2M tgctgtctccatgtttgatgtatct  tctetgetccccacctctaa 61 °C
Kollagen 1 ttcccccagccacaaagagtc  ttcccccagcecacaaagagtc 61 °C

2.4.8 Statistik

Die gewonnenen PCR-Daten wurden nach der 2%“°"-Methode (Pfaffl 2001) quantifi-
ziert, normalisiert und die statistische Signifikanz getestet. Hierbei handelt es sich um
ein mathematisches Modell zur Datenanalyse, durch das mittels Berechnung relativer
Expressionsverhaltnisse eine zuverlassige Auswertung der Expressionsergebnisse
maoglich ist. FUr die Normalisierung wurde ein Housekeeping-Gen verwendet, das im
Vergleich zu anderen Genen in allen Geweben sowie zeitlich unabhangig exprimiert
wird. AuBerdem unterliegt es keiner internen oder externen Regulation. Als Referenz-
gen diente das Housekeeping-Gen B2-Mikroglobulin (32M), da es wéhrend aller
PCR-Untersuchungen in allen DNA-Proben konstant exprimiert wurde. Anhand der
Expression dieses Housekeeping-Gens kann die Expression der zu untersuchenden
Zielgene normalisiert werden. Die Ergebnisse der Normalisierung entsprechen den
ACT-Werten. In einem weiteren Schritt wurde die relative Expression des Gens in
den zu untersuchenden Proben auf Kontrollproben (unbehandelte CPCs) bezogen.
Durch den Vergleich der relativen Expression des Zielgens mit der relativen Expressi-
on des Kontroll- bzw. Referenzgens lasst sich der AACT-Wert ermitteln. Durch die
Anwendung der arithmetischen Formel 2T lassen sich schlieBlich die Expressions-
unterschiede ermitteln. Das Signifikanzniveau der AACT-Werte lag bei p < 0,05. Die

PCR-Untersuchungen wurden jeweils dreimal wiederholt, um die Reliabilitat der Er-
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gebnisse garantieren zu kdnnen. Fur die Auswertung der Ergebnisse wurde die
Software RESTO der Firma Qiagen verwendet (Pfaffl et al. 2002).

2.5 Western Blot

2.5.1 Allgemeines

Mithilfe des Western Blots, auch bekannt als Immunoblot, lassen sich bestimmte
Proteine in einem Proteingemisch gezielt nachweisen. Bevor der Western Blot
durchgeflhrt werden kann, mussen die Proteine nach Ladung und GréBe aufge-
trennt werden. Dies geschieht durch eine Gelelektrophorese. Bei dieser Methode
wandern die Proteine in einem Polyacrylamid-Gel durch ein elektrisches Feld.
Aufgrund ihrer Ladung bewegen sich die Proteine in Richtung der Anode und es ent-

stehen Proteinbanden.

Es folgt nun der eigentliche Western Blot. Die Proteine werden vom Polyacrylamid-
Gel auf eine Polyvinylidenfluorid- (PVDF-) Membran Ubertragen. Hierbei wird das Po-
lyacrylamid-Gel direkt auf die PVDF-Membran gelegt und die Proteine wieder einem
senkrecht zur Membran gerichteten elektrischen Feld ausgesetzt. In der mit Trans-
ferpuffer gefullten Kammer wandern die Proteine auch hier wieder zur Anode und
bleiben wegen hydrophober und polarer Wechselwirkungen auf der PVDF-Membran
haften. Die nachzuweisenden Proteine kdnnen nun mit AKs nachgewiesen werden.
Ein primarer AK haftet an einem bestimmten Protein. Ein sekundarer AK erkennt den
priméaren AK und ist an ein Enzym gekoppelt, welches das anschlieBend zugegebene
Substrat umwandelt und dieses schlieBlich fluoresziert. Dieses Substrat 18sst sich

wiederum auf Fotopapier in der Dunkelkammer nachweisen.

2.5.2 Proteinprobenvorbereitung

FUr die Herstellung des Proteingemischs wurden die zuvor eingefrorenen Zellpellets
bei Raumtemperatur fur 10 min aufgetaut. Die Zellpellets wurden, wie in 2.2.3 be-
schrieben, aus den Zellkulturen gewonnen und bei -81°C eingefroren. Vor der Gel-

elektrophorese wurden die Zellpellets mit einem Probenpuffer resuspendiert. Dieser
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Probenpuffer wurde durch Mischen von 900 pl 3x SDS-Probenpuffer mit 100 pl 3-
Mercaptoethanol (Sigma-Aldrich, Steinheim, D) hergestellt. Pro 1 x 10° Zellen wurden
10 pl Probenpuffer zu dem Zellpellet gegeben, resuspendiert und fir 5 min bei 95 °C
in einem Heizblock (Thermocycler comfort, Eppendorf, Hamburg, D) erhitzt, um die

Proteine zu denaturieren.

3 x SDS-Probenpuffer: 3,6 g 0,3 M Tris (Roth, Karlsruhe, D)
99 9 % SDS (Roth, Karlsruhe, D)
22,59 22,5 % Glycerin (Roth, Karlsruhe, D)
Spatelspitze Bromphenolblau
vor SDS-Zugabe auf 100 ml mit Aqua dest. auffullen,
pH 6,7 einstellen

2.5.3 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese

Vor der Herstellung des Polyacrylamid-Gels mussten die beiden Glasplatten mit
100 % Ethanol gereinigt werden, um mogliche Gelreste und andere Verschmutzun-
gen zu beseitigen. AnschlieBend wurde eine Gummidichtung auf die Glasplatte mit
den Spacern gelegt und die Gegenplatte darauf mit Klammern befestigt. Durch Be-
fillen der Kammer mit Aqua dest. wurde die Dichtigkeit Uberpruft. In einem Abstand
von 6 cm vom unteren Rand der Glasplatten wurde mit einem Permanentmarker eine
Markierung angebracht, die spater die Trennlinie zwischen Trenngel und Sammelgel
darstellen wirde. Nun wurde das Trenngel entsprechend untenstehender Tabelle 7
hergestellt. Entsprechend der GroBe der zu untersuchenden Proteine wurde die Po-
rengréBe des Trenngels durch Zugabe unterschiedlicher Konzentrationen von Ac-
rylamid variiert. Die Polymerisation des Gels wurde durch Zugabe von Amonium-
Peroxodisulfat (APS) (Roth, Karlsruhe, D) gestartet. AnschlieBend wurde das Trenn-
gel zwischen die beiden Glasplatten bis zur oben genannten Markierung gegossen.
Um Luftblasen zu verhindern, wurde eine dunne Schicht 100 % Ethanol (AppliChem,
Darmstadt, D) auf das Trenngel gegeben. Wahrend das Trenngel auspolymerisierte,
wurde das Sammelgel, nach untenstehendem Protokoll in Tabelle 8, hergestellt.

Auch beim Sammelgel wurde die Polymerisation durch Zugabe von APS eingeleitet.
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Nach Abschitten des Ethanols wurde das Sammelgel auf das nun auspolymerisierte
Trenngel zwischen die beiden Glasplatten appliziert. Direkt im Anschluss wurden
mithilfe eines Kamms die Probentaschen flr das Proteingemisch in das Sammelgel
geformt. Nach vollstandiger Auspolymerisation wurden Kamm, Klammern und der

Dichtungsgummi entfernt.

Mit dem Nachbau einer Biometra Elektrophoresekammer wurde nun die Gelelektro-
phorese durchgefuhrt. Hierfur wurden die Kammern mit 1x Laufpuffer befullt und die
Glasplatten mit dem Gel aufgesetzt und mit Klammern befestigt. AnschlieBend wur-
den die vorbereiteten Proteinproben und eine Proteinleiter (Fermentas, #SMO0671) in
die Taschen gegeben. Mit dieser Proteinleiter konnte spéater das genaue Molekular-
gewicht der aufgetrennten Proteine abgelesen und bestimmt werden. Das aufgetra-
gene Volumen pro Tasche betrug 25 pl, das Volumen der Proteinleiter
standardgeman 4 pl. Die Proteinproben wurden bei einer Stromstarke von 10 bis 15
mA im Sammelgel bis zum Erreichen der Trenngelgrenze konzentriert. AnschlieBend
wurden die Proben bei 20 bis 25 mA im Trenngel aufgetrennt. Kurz vor Erreichen des

Trenngelendes wurde die Gelelektrophorese gestoppt.

Tabelle 7: Zusammensetzung Trenngel (10 %)

Trenngel 10 %

Trenngelpuffer 1,4 ml
10 % SDS 55 ul
TEMED 5l
Acrylamid 1,85 ml
H,O 2,0ml
10 % APS 0,25 ml
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Tabelle 8: Zusammensetzung Sammelgel

Sammelgel 5 %

Sammelgelpuffer 1,25 ml
10 % SDS 50 ul
TEMED 5l
Acrylamid 0,8 ml
H,O 2,7 ml
10 % APS 0,2 ml

Sammelgel-Puffer: 15,1 g Tris (0,25 M)
150 ml Aqua dest.
mit HCI auf pH 6,8 einstellen

Trenngel-Puffer: 45,4 g Tris (1,5 M)
250 ml Aqua dest.
mit HCI auf pH 8,9 einstellen

5x SDS Laufpuffer: 30,3 g Tris (0,25 M)
142,6 g Glycin (1,9 M)
0,5 % SDS (50 ml 10 % SDS)

mit Aqua dest. auf 1000 ml auffullen

2.5.4 Der Western Blot

Vor Beginn des Blots wurden pro Blot sechs Filterpapiere und eine PVDF-Membran
auf die GroBe des Trenngels (9 cm x 6 cm) zurechtgeschnitten. Die PVDF-Membran
wurde fur 15 sec in 100 % Methanol aktiviert. Die Filterpapiere, die PVDF-Membran
und zwei Schwamme wurden fur 15 min in kaltem Transferpuffer eingelegt. Der Zu-
sammenbau der Blotkassette (PeglLab Biotechnologie GmbH, Erlangen, D) erfolgte
ebenfalls in kaltem Transferpuffer. So konnte ein moglichst luftblasenfreier Aufbau der

Kassette ermdglicht werden. Auf die Anodenseite wurde ein Schwamm, dann drei
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Filterpapiere und schlieBlich die PVDF-Membran (Milipore, Darmstadt, D) gelegt. Das
Trenngel wurde vorsichtig und mdéglichst luftblasenfrei auf die PVDF-Membran abge-
legt und mit drei Filterpapieren und einem weiteren Schwamm bedeckt. Die Blotkas-
sette wurde nun geschlossen und mit zwei Gummibandern fixiert. AnschlieBend wur-
de die Blotkassette in den mit kaltem Transferpuffer beflliten Tank gestellt. Die inte-
grierte Wasserkuhlung sorgte fUr eine konstant kalte Temperatur im Tank. Bei einer
Stromstarke von 350 mA fur 120 min wanderten die Proteine vom Trenngel Richtung
Anode auf die PVDF-Membran.

Transfer-Puffer: 6,05 g Tris (256 mM)
28,8 g Glycin (192 mM)
400 ml Methanol (20 %)
mit Aqua dest. auf 2 Liter auffullen, pH 8,3

2.5.5 Proteindetektion

Um die Proteinbanden sichtbar zu machen, wurde die PVDF-Membran mit Coomas-
sie Brilliant-Blau-Farbung (Roth, Karlsruhe, D) blau angefarbt. Die Farbung wurde in
einer kleinen Schale auf dem Schwenktisch durchgefuhrt, bis die Proteinbanden zu
sehen waren. AnschlieBend wurde die PVDF-Membran mit Entfarberlésung, beste-
hend aus Methanol und Essigsaure, behandelt und so der Hintergrund entfarbt. Nun
konnte die Membran zur Dokumentation eingescannt werden. Daraufhin wurde die
Membran fur 2 x 5 min in TBS-T gewaschen, um Ruckstande von Methanol und Es-

sigsaure zu entfernen.

Farbeldsung: 0,1 g Brilliant-Blau R 250 (0,1 %)
50 ml Methanol (50 %)
70 ml Essigséure (7 %)

mit Aqua dest. auf 100 ml auffullen

Entfarberldsung: 50 ml Methanol (50 %)
7 ml Essigsaure (7 %)

mit Aqua dest. auf 100 ml auffullen
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2.5.6 Immunmarkierung

Um unspezifische Bindungen der primére AKs zu verhindern, wurde die Membran fur
1 h bei Raumtemperatur in 5 % Blockldsung behandelt und somit freie Proteinbin-
dungsstellen geblockt. Die Blockldsung wurde stets frisch angesetzt und bestand
aus 5 % Milchpulver (Roth, Karlsruhe, D) gel6st in TBS-T. Die primaren AKs wurden
in der oben beschriebenen Blocklbsung geméal der Herstellerangaben oder vorher
durchgefuhrter Verdinnungsreinen verdinnt und auf die Membran gegeben. Die
Inkubation wurde bei 4 °C Uber Nacht auf einer Wippe durchgefuhrt. Am nachsten
Tag wurden die AKs von der Membran entfernt. Vor Inkubation mit dem sekundéaren
AK wurde die Membran 5 x 5 min mit TBS-T gewaschen. Der HRP- (horseraddish
peroxidase-) gekoppelte sekundare AK wurde ebenfalls mit der Blocklésung ver-
dunnt. Je nach Herkunft des priméaren AK, also aus welchem Wirt dieser gewonnen
worden war, wurde der entsprechende sekundare AK ausgewahlt. Die Herkunft der
Primar-AKs ist der Tabelle 9 zu entnehmen, die entsprechenden Sekundar-AKs der
Tabelle 10. Nach einer Inkubation von 1 h bei Raumtemperatur wurde die Membran
wieder 5 x 5 min in TBS-T gewaschen. Fur den Nachweis der Immunreaktion wurde
(Amersham ECL Prime Western Blotting Detection Reagent) entweder Western
Bright oder das etwas starker lumineszierende Sirius verwendet. Beide Kits bestan-
den aus Ldsung A und B, die im Verhaltnis 1:1 gemischt und fGr 5 min auf die
Membran aufgebracht wurden. Durch die Zugabe dieser Losung konnte, zusammen
mit der HRP des Sekundar-AKs, die chemolumineszente Reaktion ausgeldst werden.
Die Reaktion musste vor Licht geschutzt durchgefuhrt werden. Im Anschluss wurde
die Membran in eine Rdntgenkassette luftblasenfrei gelegt. Die folgenden Schritte
wurden in einer Dunkelkammer durchgeflihrt. Es wurde ein Amersham Hyperfim
ECL Fotopapier (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK) auf die Membran in die
Rontgenkassette gelegt und fur 1 sec bis mehrere Minuten belichtet. Die Belich-
tungszeit richtete sich nach dem Proteingehalt auf der Membran. AnschlieBend wur-
de der Film fur etwa 1 min im Entwickler (Kodak, Rochester, USA) entwickelt. Nach
dem Waschen des Films in Leitungswasser wurde dieser im Fixierer (Kodak, Roches-
ter, USA) fur 5 min fixiert. Nach erneutem Waschen in Leitungswasser wurde der nun

fertige Film getrocknet und eingescannt. Anhand der Hohe der Proteinbande mithilfe
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der Proteinleiter konnte das Molekulargewicht des gesuchten Proteins abgelesen
und ausgewertet werden. AuBerdem war ein quantitativer Vergleich der verschiede-

nen Blots moglich.

Blockldsung (5 % Milch): 2,5 g Milchpulver (A0O830,0500, Darmstadt, D)
100 ml 1 x TBS-T

2.5.7 Verwendete Antikorper

Tabelle 9: Western Blot: Verwendete Primarantikrper

Name Firma / Nummer Herkunft Verdlnnung

FABP5 Origene, Kaninchen, IgG,  1:5.000
TA590083 polyklonal

Sox 9 Acris, Kaninchen, 1:1.000
AP06583PU-N polyklonal

Runx 2 (C-12) Santa Cruz, Maus, 1:1.000
sc-390715 monoklonal

alpha-Tubulin Sigma-Aldrich Maus, 19G, 1:1.000
T6199 monoklonal

Kollagen-Typ 1 Acris Kaninchen, 1:1000
A120083H polyklonal

Tabelle 10: Western Blot: Verwendete Sekundarantikdrper

Name Firma / Nummer  Herkunft Verdlnnung
Anti-Mouse, IgG  Sigma-Aldrich, Ziege, Anti-Maus, 1:40.000
A 9917 Peroxidase gekoppelt

Anti-Rabbit, IgG  Sigma-Aldrich, Ziege, Anti-Kaninchen,  1:100.000
A 0545 Peroxidase gekoppelt
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2.5.8 Auswertung der Western Blots

Die Dichte und GroBe der Proteinbanden auf den eingescannten Réntgenfilmen wur-
de mit dem Bildbearbeitungsprogramm Imaged gemessen. Zur Normalisierung wur-
de der Quotient aus Zielprotein und Ladungskontrolle (a-Tubulin) gebildet (relative
Dichte). Durch die Bildung des Quotienten aus relativer Dichte der Probe und der
Kontrolle konnte das relative Proteinlevel der Bande berechnet werden. Die Signifi-

kanz der Werte wurde mithilfe des Statistikprogramms Statistica berechnet.

2.5.9 Strippen der PVDF-Membran

Um die PVDF-Membran mehrmals verwenden zu kénnen oder zur Aufbewahrung
wurde diese fur 15 min in Stripping-Puffer bei 60 °C gewaschen. AnschlieBend wur-
de die Membran 2 x 10 min mit TBS-T gewaschen. Die Membran konnte nun fur
eine weitere Immunmarkierung (siehe 2.5.6) genutzt werden. Fur die Aufbewahrung
wurde die Membran in 100 % Methanol gewaschen, getrocknet und bei -20 °C ein-

gefroren.

Stripping-Puffer: 62,5 mM Tris-HCI, 2% SDS,
150 mM 2-Mercaptoethanol
pH 6,7
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3 Ergebnisse

3.1 Immunhistochemischer Nachweis von FABP5

In Abbildung 5 ist die Lokalisation von FABP5 innerhalb des defekten Knorpels und
des anschlieBenden Knochens dargestellt. FABP5 konnte im Knorpel in der ober-
flachlichen Schicht sowie in der Tidemark nachgewiesen werden und fehlte in der
mittleren und tiefen Zone. Im Knochen beschrankte sich die Lokalisation von FABP5

auf das Fettgewebe des Knochenmarks der Spongiosa.

<8
1500 um

Abbildung 5: Immunhistochemischer Nachweis von FABP5 in erkranktem Knorpel. FABPS5 ist
in der superfizialen Schicht des Gelenkknorpels und in der Tidemark lokalisiert. Im Knochen
ist FABP5 im Fettgewebe des Knochenmarks der Spongiosa lokalisiert. Stern: oberflachliche

Schicht, Pfeil: Tidemark. VergréBerung: 4x.
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3.2 Knockdown von FABP5 in CPCs

Zu Beginn wurde der Knockdown von FABP5 untersucht. Als Kontrollgruppe dien-
ten unbehandelte CPCs derselben Passage wie die der transfizierten CPCs. Durch
die Fluoreszenz der mit GFP transfizierten CPCs konnte die erfolgreiche Transfektion

gezeigt werden (siehe Abbildung 6).

Abbildung 6: Zellkultur chondrogener Progenitorzellen nach der Transfektion mit GFP.
A: Lichtmikroskopische Darstellung der CPCs 48 h nach der transienten Transfektion mit
GFP. B: Fluoreszenzmikroskopische Darstellung der CPCs nach der transienten Transfektion

mit GFP. VergroBerung: 5x.

Um den Knockdown von FABP5 in den CPCs zu untersuchen, wurden die relativen
MRNA-Level von FABP5 mithilfe der gRT-PCR sowie das Proteinlevel von FABP5 im
Western Blot bestimmit.

Im Western Blot, also auf Proteinebene, konnte der Rickgang der Expression von
FABP5 nach der Transfektion der CPCs mit FABP5-siRNA nachgewiesen werden.
Die Proteinbande war in den unbehandelten CPCs erheblich starker als in den CPCs
mit FABP5-Knockdown. Die Proteinbanden fanden sich auf der fur FABP5 typischen
Hohe von 15 kDa. Die Bande war in der Kontrolle deutlich stérker als die Bande der
behandelten Probe (Abbildung 7B).

In Abbildung 7A zeigt die Ubertragung der Proteine vom Polyacrylamid-Gel auf die
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PVDF-Membran. Die Abbildung zeigt exemplarisch eine Coomassie-Farbung fur alle

durchgeflhrten Western Blots.

Das Housekeeping-Gen a-Tubulin diente in allen Western Blots als Ladungskontrolle.
So konnte das Proteinlevel zwischen der unbehandelten Kontrolle und den CPCs mit
FABP5-Knockdown gegen a-Tubulin normalisiert werden und die Ergebnisse fur die

quantitative Auswertung der Western Blots verwendet werden.
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Abbildung 7: Western Blot-Ergebnisse fur FABP5 und a-Tubulin. Auf der linken Bande sind
jeweils CPCs (CPCht) als Kontrolle aufgetragen, auf der rechten Bande mit FABP5-siRNA
transfizierte CPCs (siRNA FABPS5). Es wurden pro Spur 25 ul Proteinlysat in 10 %-igen Gelen
durch SDS-PAGE getrennt. A: Coomassie-Farbung des Western Blots. B: Proteinbande fur
FABPS5 bei dem Molekulargewicht von ca. 15 kDa und bei einer AK-Verdinnung von 1:5000,
deutlich hdheres Expressionslevel bei den Kontroll-CPCs als bei den transfizierten CPCs. C:
Proteinbande fur a-Tubulin bei einer AK-Verdinnung 1:5000. Das Housekeeping-Gen a-

Tubulin diente als Ladungskontrolle.

Bei der quantitativen Auswertung der gRT-PCR-Ergebnisse konnte eine deutliche
Verringerung des m-BNA-Levels fir FABP5 festgestellt werden. Verglichen wurden

jeweils die transfizierten CPCs mit den unbehandelten CPCs. Dabei zeigte sich, dass
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nur noch 10 % + 2 % der ursprunglichen Menge an mRNA von FABP5 exprimiert
wurde. Die gRT-PCR wurde mit der cDNA aus drei unterschiedlichen Transfektionen
durchgefihrt. Die Unterschiede zwischen der Kontrolle und den behandelten CPCs
waren immer signifikant (p < 0,05).

Die Proteinlevel von FABP5 stimmten mit dem Ergebnis der gRT-PCR Uberein. So
zeigten die Western Blot-Ergebnisse, dass die Expression von FABP5 auf Protein-
ebene auf 8 % + 7 % sank, verglichen mit der Expression in unbehandelten CPCs
(Abbildung 8B). Es wurden Western Blots mit CPCs aus drei verschiedenen Trans-
fektionen durchgefthrt (n=3). Der Unterschied zwischen Kontrolle und den transfizier-

ten CPCs war immer signifikant (p < 0,05).
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Abbildung 8: Quantitative Auswertung des relativen mRNA-Levels und des Proteinlevels von
FABP5 in CPCs vor und nach dem Knockdown von FABP5. A: Relatives mRNA-Level von
FABP5 in CPCs mit einem Gen-Knockdown von FABP5 (siRNA FABP5) und in der Kontrolle
(CPCht). Es zeigte sich eine deutliche Verringerung des mRNA-Levels fir FABP5 in den
transfizierten CPCs. B: Die Expression von FAB5 war auch auf Proteinebene verringert. Die
Ergebnisse sind Mittelwerte von drei getrennten Experimenten (n=3), die Fehlerbalken be-

schreiben die Standardabweichung. * = signifikant (p < 0,05)
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3.3 Nachweis von SOX9

Der Knockdown von FABP5 in den CPCs wirkte sich auf die Expression von SOX9
nicht aus. Das mMRBNA-Level und Proteinlevel veranderten sich nur wenig. Auffallend
war jedoch die hohe Standardabweichung bei den gRT-PCR-Ergebnissen von 0,35.
Im Durchschnitt lag die Expression von SOX9-mRNA in den CPCs mit FABP5-
Knockdown bei 0,98 verglichen mit der Expression in den unbehandelten CPCs (Ab-
bildung 9A).
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Abbildung 9: Quantitative Auswertung des relativen mMRNA-Levels und des Proteinlevels von
SOX9 in CPCs vor und nach dem Knockdown von FABP5. A: Das relative mRNA-Level von
SOX9 war in den CPCs mit FABP5-Knockdown (siRNA FABP5) sowohl erhoht als auch er-
niedrigt. Auffallend war die groBe Standardabweichung von 0,35. B: Das Proteinlevel von
SOX9 stimmte mit den Ergebnissen der gRT-PCR Uberein. Jedoch zeigte sich hier eine ge-
ringere Standardabweichung von nur 0,14. Die Expressionslevel von SOX9 in den unbehan-
delten CPCs (CPCht) und den CPCs mit FABP5-Knockdown (siRNA FABPS5) unterschieden
sich nur gering. C: Proteinbanden fir SOX9 (AK-Verdinnung 1:1000) und a-Tubulin (AK-
Verdinnung 1:5000). Das Housekeeping-Gen a-Tubulin diente als Ladungskontrolle. A,B:
Die Ergebnisse sind Mittelwerte von drei getrennten Experimenten (n=3), die Fehlerbalken

beschreiben die Standardabweichung.
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Die Expression des Proteins SOX9 war in den Knockdown-Zellen im Mittel um 7 %
erhoht (Standardabweichung: 0,14). Der Signifikanztest zeigte, dass sich Kontrolle
und CPCs mit Knockdown nicht signifikant unterscheiden (p > 0,85) (Abbildung 9B).
Im Western Blot waren die Proteinbanden auf der fir SOX9 und a-Tubulin typischen
Hohe von 55 kDa zu sehen (Abbildung 9C). Die Banden fir SOX9 waren in Kontrolle
und behandelter Probe gleich stark. Das Housekeeping-Gen a-Tubulin diente in allen
Western Blots als Ladungskontrolle. So konnte das Proteinlevel zwischen der unbe-
handelten Kontrolle und den CPCs mit FABP5-Knockdown gegen a-Tubulin normali-
siert werden und die Ergebnisse fUr die quantitative Auswertung der Western Blots
verwendet werden.

Die fur die gRT-PCR und die Western Blots verwendeten CPCs entstammten aus

drei unterschiedlichen Transfektionen (n=3).
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3.4 Nachweis von RUNX2

Der Knockdown von FABPS reduzierte in den CPCs die Expression von RUNX2. Die
quantitative Auswertung der gRT-PCR-Ergebnisse zeigte, dass RUNX2 im Mittel nur
noch zu 12 % in den Knockdown-CPCs verglichen mit unbehandelten CPCs expri-
miert wurde (Standardabweichung: 0,06) (Abbildung 10A). Die Unterschiede der
RUNX2-Expression zwischen Kontrolle und behandelten CPCs waren signifikant (p <
0,05). Die gRT-PCR wurde mit der cDNA aus drei unterschiedlichen Transfektionen
durchgeflhrt.

Auf Proteinebene war die RUNX2-Expression ebenfalls reduziert. RUNX2 wurde im
Mittel nur noch zu 16 % exprimiert (Standardabweichung: 0,19) (Abbildung 10B).

Die Proteinbande stellte sich im Western Blot bei dem fur RUNX2 typischen Moleku-
largewicht von etwas unter 70 kDa dar. Die Bande ist in der Kontrolle deutlich starker
als in der behandelten Probe (Abbildung 9C).

Das Housekeeping-Gen a-Tubulin diente in allen Western Blots als Ladungskontrolle.
So konnte das Proteinlevel zwischen der unbehandelten Kontrolle und den CPCs mit
FABP5-Knockdown gegen a-Tubulin normalisiert werden und die Ergebnisse fur die
quantitative Auswertung der Western Blots verwendet werden (Abbildung 10C).

Es wurden Western Blots mit CPCs aus drei verschiedenen Transfektionen durchge-
fUhrt (n=3). Der Unterschied zwischen Kontrolle und den Knockdown-CPCs war im-

mer signifikant (p < 0,05).
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Abbildung 10: Quantitative Auswertung des relativen mRNA-Levels und des Proteinlevels

von RUNX2 in CPCs vor und nach dem Knockdown von FABP5. A: Das relative mRNA-
Level von RUNX2 war in den CPCs mit FABP5-Knockdown (siRNA FABPS5) erniedrigt.

(CPCht

Kontrolle) B: Das Proteinlevel von RUNX2 war in den CPCs mit FABP5-
Knockdown (siRNA FABPS5) erniedrigt. C: Proteinbanden fir RUNX2 (AK-Verdinnung
1:1000) und a-Tubulin (AK-Verdinnung 1:5000). Das Housekeeping-Gen a-Tubulin diente

als Ladungskontrolle. A, B: Die Ergebnisse sind Mittelwerte von drei getrennten Experimen-

ten (n=3), die Fehlerbalken beschreiben die Standardabweichung. * = signifikant (p < 0,05).
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3.5 Nachweis von Kollagen-Typ 1

Der Knockdown von FABP5 bewirkte in den CPCs eine geringere Expression von
Kollagen-Typ 1 sowohl auf genetischer Ebene wie auch auf Proteinebene.

So sank die Expression von Kollagen-Typ 1-mRNA im Mittel auf nur noch 13 % in
den CPCs mit FABP5-Knockdown im Vergleich zu den Kontroll-CPCs (Standardab-
weichung: 0,03). Der Unterschied zwischen den beiden Gruppen war signifikant (p <
0,05) (Abbildung 11A). Die gRT-PCR wurde mit der cDNA aus drei unterschiedlichen

Transfektionen durchgefuhrt.

Die Expression des Proteins Kollagen-Typ 1 war bei den CPCs mit FABP5-
Knockdown deutlich reduziert. Im Mittel wurde Kollagen-Typ 1 nur noch zu 35 %
exprimiert, eine Abnahme um 65 % des Ausgangswertes (Standardabweichung:
0,06) (Abbildung 11B).

Die Proteinbanden waren bei dem fur Kollagen-Typ 1 typischen Molekulargewicht
von 130 kDa zu erkennen. In der Kontrolle war die Bande deutlich starker als in der
behandelten Probe (Abbildung 11C).

Das Housekeeping-Gen a-Tubulin diente in allen Western Blots als Ladungskontrolle.
So konnte das Proteinlevel zwischen der unbehandelten Kontrolle und den CPCs mit
FABP5-Knockdown gegen a-Tubulin normalisiert werden und die Ergebnisse fur die
quantitative Auswertung der Western Blots verwendet werden (Abbildung 11C).

Es wurden Western Blots mit CPCs aus drei verschiedenen Transfektionen durchge-
fohrt (n=3). Der Unterschied zwischen Kontrolle und Knockdown war signifikant (p <
0,05).

45



Ergebnisse

>

0,8

0,6

0,4

0,2

relatives mRNA-Level KOL1

\"
OQC}\ <

?\
&

o
RS

w

Proteinlevel KOLA1

0,8

0,6

0,4

0,2

PO
& o

s
&

MW
[kDa]

55— [m—] o Tubuin

Abbildung 11: Quantitative Auswertung des relativen mRNA-Levels und des Proteinlevels

von Kollagen-Typ 1 in CPCs vor und nach dem Knockdown von FABP5. A: Das relative

mMRNA-Level von Kollagen-Typ 1 war in den CPCs mit FABP5-Knockdown (siRNA FABP5)

erniedrigt (CPCht = Kontrolle). B: Das Proteinlevel von Kollagen-Typ 1 war in den CPCs mit
FABP5-Knockdown (siRNA FABPS5) erniedrigt. C: Proteinbanden fur Kollagen-Typ 1 (AK-

Verdinnung 1:1000) und a-Tubulin (AK-VerdUnnung 1:5000). Das Housekeeping-Gen a-

Tubulin diente als Ladungskontrolle. A, B: Die Ergebnisse sind Mittelwerte von drei getrenn-

ten Experimenten (n=3), die Fehlerbalken beschreiben die Standardabweichung. * = signifi-
kant (p < 0,05).

46



Diskussion

4 Diskussion

4.1 Vorkommen von FABP5 in CPCs und Knorpelgewebe

In den immunhistochemischen Nachweisreaktionen konnte FABP5 im Knorpel und
Knochen des Kniegelenks dargestellt werden. Da aus ethischen Grunden lediglich
Kniegelenksproben von an OA erkrankten Patienten untersucht werden konnten, war
ein direkter Vergleich zwischen erkranktem und gesundem Knorpel nicht maoglich.
Die erkrankten Kniegelenke konnten hinsichtlich histologischer Unterschiede in ge-
stndere und erkrankte Bereiche eingeteilt werden und diese dann miteinander vergli-
chen werden. Die gesunden Bereiche der Gewebeproben wéaren somit aber keine
echten Kontrollgruppen. Bando et al. (2014) wiesen FABP5 immunhistochemisch in
den Wachstumsplatten des Femurs von Méausen nach. Die angefarbten Zellen waren
hier entlang der Tidemark lokalisiert und die positive Farbung erstreckte sich Uber
das Zytoplasma und den Zellkern. Allerdings bezeichnen die Autoren die positiv an-
gefarbten Zellen als Osteoklasten und FABP5S als einen spezifischen Marker fur die-
sen Zelltyp (Bando et al. 2014). Diese Ergebnisse stimmen mit den hier gezeigten
Beobachtungen nur zum Teil Gberein. So war in der vorliegenden Arbeit FABP5 im
Gelenkknorpel nicht nur in der Tidemark angeféarbt, sondern auch in den noch ver-

bliebenen oberflachlichen Teilen der mittleren Schicht in den spaten Stadien der OA.

Im Knochen ist FABP5 deutlich im Fettgewebe des Knochenmarks der Spongiosa
angefarbt. FABP5 ist hier insbesondere in den dort ansassigen Fettzellen lokalisiert.
Das Knochenmark der Rohrenknochen besteht aus gro3en Mengen an Fettgewebe.
Im Mausmodell konnte FABP5 in Fettzellen in geringen Mengen nachgewiesen wer-
den (Hotamisligil et al. 1996). FABP5 wird auBerdem in groBen Mengen in differen-
zierten Makrophagen exprimiert (Storch und Thumser 2010).
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4.2 Einfluss des FABP5-Knockdowns auf SOX9 und RUNX2

Die Beeinflussung der Genexpression mittels siRNA ist eine etablierte Methode. Mit
ihr lassen sich bedingt Rickschllsse auf die Funktion eines Proteins ziehen. Das
Protein kann herunterreguliert sowie Uberexprimiert werden. In der vorliegenden Ar-
beit wurde FABPS5 herunterreguliert und die Auswirkungen dieses Knockdowns auf
die Expression von SOX9, RUNX2 und Kollagen-Typ 1 auf mRNA-Ebene und Pro-

teinebene untersucht.

In den durchgefuhrten Versuchen konnte der erfolgreiche Knockdown von FABP5
sowohl auf mRNA-Ebene als auch auf Proteinebene nachgewiesen werden. Die
gRT-PCR-Ergebnisse stimmten mit den Western Blot-Ergebnissen Uberein. Es konn-
te kein kompletter Knockdown gezeigt werden. Der Knockdown von FABP5 flhrte in
den CPCs zu einer verminderten Expression von RUNX2. Ein Effekt, dass diese
»Herunterregulierung® von RUNX2 die Expression von SOX9 erhdht, konnte nicht
gezeigt werden. Bei den hier gezeigten Ergebnissen blieb die Expression von SOX9
nach dem FABP5-Knockdown nahezu gleich. Koelling et al. (2009) zeigten hingegen,
dass sich SOX9 und RUNX2 gegenseitig beeinflussen. Hier fUhrte der direkte Knock-
down von RUNX2 zu einer Erhdhung der Expression von SOX9 und dies verstérkte
das chondrogene Potenzial der CPCs. Bis zur Untersuchung der RUNX2- und
SOX9-Expression nach der Transfektion wurden die CPCs 96 h kultiviert (Koelling et
al. 2009). Dass sich in den hier gezeigten Ergebnissen die Herunterregulierung von
RUNX2 nicht auf die SOX9-Expression auswirkte, konnte an der Wachstumszeit der
CPCs nach der Transfektion mit FABP5-siRNA von nur 48 h statt 96 h liegen. Um
dies untersuchen zu konnen, mussten die CPCs mit der stabilen Transfektion be-
handelt werden. Bei dieser Methode wird die siRNA in das Genom aufgenommen

und somit wahrend der Zellteilung weitergegeben.

Koelling et al. (2009) zeigten in adipogen differenzierten CPCs ein erhdhtes Level der
Lipoproteinlipase und von PPARYy, bei gleichzeitig niedriger Expression von SOX9
und Kollagen-Typ 1. Hihi et al. (2002) stellten fest, dass sich undifferenzierte Fib-
roblasten mithilfe von PPARy zu Adipozyten differenzieren kbnnen. PPARY ist ein lig-

anden-aktivierter Transkriptionsfaktor, dem anfangs nur eine Schllsselrolle bei der
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Fettgewebshomobostase zugeschrieben wurde. Mittlerweile konnten  weitere
Funktionen wie eine anti-inflammatorische, eine anti-katabolische und eine anti-
fiorotische Funktion gezeigt werden (Vasheghani et al. 2015). In diversen Studien
konnten diese Effekte mit Agonisten von PPARy sowohl in vitro als auch in vivo
nachgewiesen werden (Afif et al. 2007; Kapoor et al. 2007). In Tiermodellen schutzte
beispielsweise die Gabe des PPARy-Agonisten Pioglitazone vor der experimentellen
OA (Boileau et al. 2007; Kobayashi et al. 2005). Vasheghani et al. (2015) zeigten,
dass das Gelenkknorpelgewebe durch die Inhibition des Uber PPARy gesteuerten
mMTOR-Proteins (mammalian target of rapamycin) vor einer experimentellen OA ge-
schutzt wird. Dies geschieht zum Teil Uber die Autophagie-férdernde Funktion von
mMTOR. Autophagie scheint ein protektiver Mechanismus in gesundem Gelenkknorpel
zu sein und der altersbedingte Verlust dieser Funktion wird mit Zelltod und OA asso-
Ziiert (Carames et al. 2010). Bis jetzt konnten die genauen Effekte dieser Agonisten
von PPARYy noch nicht geklart werden und auch die Rolle, die PPARY in vivo bei der
Gelenkknorpelhomoostase spielt, ist noch groBtenteils unbekannt (Vasheghani et al.
2015). Ein direkter Zusammenhang zwischen FABP5 und PPARy konnte bisher noch
nicht hergestellt werden. Bando et al. (2014) konnten einen Zusammenhang von
FABP5 und PPARB/6 feststellen. Hier wirken auch die durch FABP5 transportierten
Fettsauren als direkte Liganden von PPAR[B/S.

FUr FABP4 (auch Adipozyten-FABP), ein naher Verwandter von FABP5, konnte eine
direkte Interaktion mit PPARy gezeigt werden (Adida und Spener 2006). FABP4
kommt vorwiegend in Adipozyten, Monozyten und Makrophagen vor. Neben der Re-
gulation des Fettstoffwechsels Uber die hormonsensitive Lipase hat FABP4 auch Ein-
fluss auf Entzindungsprozesse (Smathers und Petersen 2011). FABP4 wird als ein
von Adipozyten und Makrophagen sezerniertes Adipokin (Hormon) angesehen
(Kralisch und Fasshauer 2013). Die Interaktion zwischen Adipozyten und Makropha-
gen fUhrte in vitro zur Sezernierung von FABP4 in das Kulturmedium (Ohira et al.
2013). AuBerdem konnten Korrelationen zwischen dem Serumlevel von FABP4 und
Adipositas sowie dem metabolischen Syndrom und der Atherosklerose nachgewie-
sen werden (Kaess et al. 2012; Thumser et al. 2014). Verschiedene Studien zeigten,

dass die Hochregulierung von FABPs, speziell von FABP4, Lipolyse in Adipozyten,
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eine Entzindungsantwort der Makrophagen sowie Insulinresistenz induzierten
(Furuhashi et al. 2011). Bei der adipogenen Differenzierung von priméaren Osteoblas-
ten konnte eine erhdhte Expression von FABP4 festgestellt werden (Zhang und Yang
2013). Interessanterweise besteht ein Zusammenhang zwischen FABP5 und FABP4;
so war die FABP5-Expression bei FABP4-Knockout-Mausen hochreguliert, moglich-
erweise um den Verlust von FABP4 zu kompensieren (Shaughnessy et al. 2000).

FABP4 wurde im Zusammenhang mit der OA bisher noch nicht untersucht.

Die Uberexpression von SOX9 in osteoarthritischen und normalen Chondrozyten
fUhrte zur erhdhten Expression von Kollagen-Typ 2 und Proteoglykanen (Cucchiarini
et al. 2007). Chondrogen differenzierte CPCs wiesen eine erhdhte Expression von
SOX9 und Kollagen-Typ 2 und niedrige Expression von RUNX2 und Kollagen-Typ 1
auf. Bei den osteogen differenzierten CPCs war diese Expression genau umgekehrt
(Koelling et al. 2009). Miosge et al. (2004) konnten zeigen, dass osteoarthritisches
Knorpelgewebe reich an Kollagen-Typ 1 ist. Die CPCs dahingehend zu beeinflussen,
dass sie durch die erhdhte SOX9-Expression vermehrt Kollagen-Typ 2 bilden, kann
als ein therapeutisches Ziel angesehen werden. Der hier gezeigte Rickgang der Kol-
lagen-Typ 1-Expression ist auf die verminderte RUNX2-Expression zurtckzufuhren
und ist ein erster Hinweis darauf, dass der FABP5-Knockdown die CPCs mdoglicher-
weise zur Bildung von Kollagen-Typ 2 anregt. Dieser Effekt muss jedoch in Zukunft

noch untersucht werden.

Die PPARs kdnnten als potenzielles Ziel der OA-Therapie angesehen werden. Wie
genau nun FABP5 und PPAR miteinander agieren und wie sich dies auf die Expres-
sion von RUNX2 und SOX9 auswirkt, muss noch untersucht werden. Dies wirft auch
die Frage auf, welche Auswirkungen einzelne Fettsduren auf RUNX2 haben oder ob
die RUNX2-Expression auch direkt durch FABP5 beeinflusst werden kann. So sollte
auch untersucht werden, ob der FABP5-Knockdown weniger PPAR-Aktivitat bedeu-
tet und sich in Folge dessen das adipogene Differenzierungspotenzial der CPCs re-
duziert. So kdnnte mdglicherweise der Knockdown von FABPS Uber PPAR die adi-

pogene Differenzierung der CPCs verhindern. Die gleichzeitige Reduzierung der
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RUNX2-Expression kdnnte bedeuten, dass die osteogene Differenzierung der CPCs

unterbunden wird.

4.3 OA und Adipositas

Wie bereits erwahnt, kbnnen die FABPs als Adipokine, also Botenstoffe, angesehen
werden. Adipositas ist einer der Hauptrisikofaktoren fur die Entstehung einer OA.
Dabei sind nicht nur die lasttragenden Huft-, Knie- und FuB-Gelenke betroffen, son-
dern auch Hand- und Fingergelenke (Oliveria et al. 1999) Der Zusammenhang von
Ubergewicht und OA in den Gelenken, die kein Gewicht tragen, scheint somit eine
weitaus komplexere Atiologie aufzuweisen. Bis heute ist noch nicht geklart, wie
Ubergewicht zur Ausbildung der OA fiihrt (Thijssen et al. 2015). Lange wurde dem
Fettgewebe lediglich eine Rolle als Fettspeicher und somit im Energiehaushalt zuge-
schrieben. Durch die Freisetzung von pro-inflammatorischen Molekulen, Komple-
mentfaktoren, Signalmolekulen, Wachstumsfaktoren und Adhasionsmolekulen haben
die Adipozyten des Fettgewebes jedoch groBen Einfluss auf das Entzindungsge-
schehen (Ehling et al. 2006). So beschrieben Ushiyama et al. (2003) die Synthese
von pro-inflammatorischen Zytokinen und Wachstumsfaktoren im infrapatellaren
Fettpolster von Patienten mit einer OA, und Yamasaki et al. (2004) zeigten, dass sich
die Fibroblasten unter dem Einfluss von Zytokinen zu Adipozyten differenzieren. Es ist
nicht verwunderlich, dass die FABPs eine wesentliche Rolle bei der Entstehung von
Adipositas spielen. So sind Polymorphismen in den FABP-Genen mit einer erhdhten
Inzidenz von Erkrankungen des durch Adipositas verursachten metabolischen Syn-
droms und des Insulin-resistenten Diabetes mellitus Typ 2 assoziiert (Thumser et al.
2014). In einer Studie konnte gezeigt werden, dass FABP4 und FABP5 bei Uberge-
wichtigen, prapubertaren Jungen erhdht sind (Canas et al. 2015). Im Mausmodell
fUhrte der Knock-In von FABP5 Uber das glukoseabhangige insulinotrope Peptid
(GIP) zur Entwicklung einer erndhrungsbedingten Adipositas (Shibue et al. 2015).

Adiponectin und Leptin sind zwei weitere Vertreter der Adipokine, die an der Entste-
hung einer OA beteiligt sind. Adiponectin wird bei Ubergewicht vermindert gebildet

(Challa et al. 2010). Im Gegensatz dazu steigt die Leptin-Ausschuttung mit zuneh-
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mendem Korpergewicht proportional (Considine et al. 1996). Der Adiponectin-Level
scheint bei OA-Patienten erniedrigt zu sein (Poonpet und Honsawek 2014), wahrend
der Leptin-Level bei einer OA ansteigt (Lubbeke et al. 2013). Adiponectin wirkt dabei
pro-inflammatorisch (de Boer et al. 2012) und scheint die Knochenentwicklung posi-
tiv zu beeinflussen (Challa et al. 2010). Leptin hat vor allem katabole Effekte auf den
Knorpelmetabolismus in osteoarthritischen Gelenken (Poonpet und Honsawek 2014).
In einer Dissertations-Arbeit dieser Arbeitsgruppe konnten beide Adipokine in den
CPCs nachgewiesen werden. Die Auswirkungen von Adiponectin waren sowohl pro-
als auch anti-inflammatorisch, Leptin wirkte sich hauptsachlich entzindungsférdernd
auf die CPCs aus (Johannsen 2015).

4.4 FABP5 und TGF-B

TGF-[3 spielt eine wichtige Rolle bei der Hombostase von Knorpelgewebe. So korre-
liert ein Mangel an TGF- mit Knorpelgewebsschaden und fuhrt schlieBlich zu einer
OA. Andere Studien belegen, dass TGF-B der Wirkung katabolischer Zytokine entge-
genwirkt und so eine Knorpeldegeneration Uberwunden werden kann (Blaney
Davidson et al. 2007). Knoferle et al. (2010) konnten nachweisen, dass ein Zusam-
menhang zwischen FABP5 und TGF- besteht. TGF-3, ein multifunktionelles Zytokin,
moduliert in Neuronen des Mittelhirns die Proteasomenfunktion, und es konnte eine
starke Erhdhung von FABP5 nach TGF-B-Gabe beobachtet werden. Somit scheint
TGF-B Uber die Bildung von Proteinen wie FABP5 die Neuronenregeneration zu be-
einflussen. Blaney Davidson et al. (2005) zeigten in einem Mausmodell, dass in alten
Mausen, die einer hohen Gelenkbelastung ausgesetzt waren, TGF-3 und dessen Re-
zeptor stark vermindert waren. In einem anderen Tiermodell konnte an Schweinen
gezeigt werden, dass eine TGF-B-Injektion in das erkrankte Kniegelenk zu einer Re-
generation von degenerierten Knorpeldefekten fuhrt (Hunziker 2001). Diese Studien
zeigen, dass TGF-3 eine entscheidende Rolle bei der Entstehung der OA spielen.
AuBerdem stehen TGF- und FABP5 in einem Zusammenhang, der allerdings fur die

OA und speziell fir CPCs bis jetzt noch nicht untersucht worden ist.
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4.5 Fazit und Ausblick

Durch den Knockdown von FABP5 in den CPCs wurde die Expression des osteoge-
nen Transkriptionsfaktors RUNX2 beeinflusst. Die unterschiedlichen Rollen, die
FABP5 in verschiedenen Zellpopulationen, wie z.B. bei Entziindungsreaktionen sowie
in Funktion als Adipokin spielt, geben FABPS eine weitaus groBere Bedeutung als nur
die des einfachen Transportproteins. Die gezeigten Versuche wurden in 2D-
Zellkulturen durchgefuhrt und nicht in 3D-Zellkulturen, in denen CPCs eine groBere
Syntheseaktivitat zeigen. Die Syntheseaktivitat spezifischer Proteine, die im gesunden
hyalinen Knorpel vorkommen wie Kollagene und Proteoglykane in den transfizierten
CPCs ist deshalb vor allem in 3D-Zellkulturen zu untersuchen. Weiterhin muss die Art
der Interaktion von FABP5 und RUNX2 untersucht werden. Hierzu kdnnte mithilfe
von Coprazipitationen, Pulldown-Assays und weiteren Methoden die Frage geklart
werden, ob FABP5 direkt mit RUNX2 interagiert oder ob noch andere Proteine und
Liganden von FABPS die Expression von RUNX2 beeinflussen.
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5 Zusammenfassung

OA ist eine degenerative Gelenkerkrankung, bei der vor allem der Gelenkknorpel und
die umliegenden Gewebe zerstort werden. Die Symptome dieses GelenkverschleiBes
reichen von Schmerzen bis hin zu komplettem Mobilitatsverlust. Die bisherigen The-
rapieansétze zielen darauf ab, die Schmerzen zu lindern und die Bewegungsfahigkeit
zu verbessern oder wieder herzustellen. Bei den Regenerationsprozessen wird min-
derwertiges fibrokartilagindres Ersatzgewebe anstelle von hyalinem Knorpel gebildet.
In dem fibrokartilagindren Ersatzgewebe befinden sich jedoch chondrogene Progeni-
torzellen (CPCs). Sie kbnnten potenzielles Ziel medikamentdser Therapien sein, um

das Regenerationspotenzial dieser Zellen zu stimulieren.

In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals FABP5, ein Interaktionspartner des Tran-
skriptionsfaktors RUNX2, in den CPCs nachgewiesen werden. Dieser Nachweis er-
folgte auf zellularer und Gewebeebene sowie auf mMRBNA- und Proteinebene. Es
konnte gezeigt werden, dass der Knockdown von FABP5 die Expression von RUNX2
und Kollagen-Typ 1 beeinflusst. Beide Proteine wurden nach dem Knockdown ver-
mindert exprimiert. Auf die Expression von SOX9, den Antagonisten von RUNX2,
hatte der FABP5-Knockdown keine Auswirkungen. So kann davon ausgegangen
werden, dass FABP5 auf die durch RUNX2 gesteuerte osteogene Differenzierung der

CPCs Einfluss nimmt.

Diese Ergebnisse zeigen, dass FABP5 mit RUNX2 interagiert und die Differenzierung
der CPCs beeinflusst. Ob FABP5 auf RUNX2 direkt, Uber die Liganden von FABP5
(Fettsauren) oder dazwischengeschaltete Proteine einwirkt, muss in weiteren Studien
untersucht werden. Des Weiteren muss geklart werden, ob der Knockdown von
FABPS5 in den CPCs deren chondrogene Differenzierung antreibt und letztendlich

gesUnderer hyaliner Knorpel gebildet werden kann.
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